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 AVES AMENAZADAS DE EXTINCIÓN. 1.1.
IMPORTANCIA DE LA REPRODUCCIÓN EN 
CAUTIVIDAD 
Según la Unión Internacional para la Conservación de la Naturaleza, de 
las aproximadamente once mil especies de aves registradas en la actualidad, 
1.469 (13%) se encuentran incluidas en las categorías de “vulnerable”, “en 
peligro de extinción” o  “en peligro crítico de extinción” a nivel mundial 
(IUCN 2018. The IUCN Red List of Threatened Species. Version 2018-1. 
<http://www.iucnredlist.org>. Downloaded on 05 July 2018). 
Desde 1500, 182 especies de aves han sufrido la extinción. En el último 
cuarto del siglo XX se extinguieron 19 especies, y en los dieciocho años 
transcurridos del presente, cuatro especies más han sufrido el mismo 
proceso. En la actualidad, 5 especies se encuentran extintas en la naturaleza 
y sólo existen ejemplares de las mismas en cautividad (BirdLife 
International, 2017. We have lost over 150 bird species since 1500. 
http://www.birdlife.org). 
Un amplio espectro de actividades humanas se relaciona directamente 
con el declive de las poblaciones de numerosas especies a nivel mundial. 
Entre ellas, la expansión de la agricultura, la explotación forestal, la 
presencia de especies invasoras en los hábitats, la polución ambiental, y el 
incremento en la actividad pesquera, juegan un papel importante. (BirdLife 
International, 2017. A range of threats drives declines in bird populations. 
http://www.birdlife.org). 
De este modo, una de cada ocho especies de aves se encuentra 
amenazada de extinción. En los estudios realizados entre 1998 y 2008, se 
constató un deterioro en el estatus de las poblaciones de aves a nivel 
mundial, que persiste hasta la actualidad (BirdLife International, 2008. The 
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status of the world's birds has deteriorated over the last 20 years. 
http://www.birdlife.org). 
Entre las estrategias para su conservación, la reproducción de aves ex situ 
con el objeto de la reintroducción en el medio natural de los individuos 
nacidos en cautividad es aceptada en la actualidad como una herramienta 
fundamental (Holt  et al 2014). 
Sin embargo, uno de los motivos del fracaso de programas de 
reproducción ex situ en aves es la ausencia de ciclos reproductivos 
espontáneos en los individuos mantenidos en cautividad. Esta circunstancia 
impide la producción de gametos maduros que, tras su fecundación, 
pudieran dar lugar a progenie. Entre las causas sugeridas para explicar esta 
circunstancia destacan la ausencia de estímulos ambientales necesarios para 
el desarrollo de ciclos hormonales reproductivos y el estrés, ambos 
asociados a las condiciones de vida en cautividad (Holt  et al., 2014). 
Entre las técnicas de reproducción asistida en aves, la inseminación 
artificial y la criopreservación de esperma son los dos métodos más 
comúnmente empleados. Estas técnicas se utilizan en programas de 
reproducción de especies salvajes en cautividad cuando determinados 
factores comportamentales (ausencia de cópulas) o factores seminales (baja 
calidad del esperma) resultan en una baja proporción de fertilidad en los 
huevos puestos (Blanco et al.,  2000; Blanco et al., 2002). 
Por otro lado, los ejemplares de una especie disponibles en los 
programas de reproducción en cautividad son escasos con frecuencia. De 
este modo, cuando el proceso reproductivo culmina con éxito, los ejemplares 
reintroducidos en el medio natural mantienen un alto nivel de endogamia 
con la consiguiente pérdida de variabilidad genética. Esta pérdida de 
variabilidad genética podría afectar la viabilidad de la población a largo 
plazo (Ewing et al., 2008). 
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 El desarrollo de tecnologías para la inducción hormonal de ciclos 
reproductivos, en combinación con las tecnologías de criopreservación 
seminal e inseminación artificial en aves, podría incrementar los 
rendimientos reproductivos en poblaciones cautivas de aves amenazadas y 
maximizar la variabilidad genética de la progenie. Sin embargo, estas 
técnicas, aunque son utilizadas en inducción de ciclos reproductivos en 
mamíferos con finalidad conservacionista (da Paz et al., 2006; Howard et al., 
1997; Pope, 2014), no se aplican en aves en la actualidad. 
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 FISIOLOGÍA REPRODUCTIVA EN AVES 1.2.
1.2.1. Eje hipotálamo hipofisario 
En la naturaleza, el éxito reproductivo de las aves está directamente 
vinculado a que las diferentes fases de los ciclos reproductivos se den en 
condiciones ambientales favorables. Estas condiciones ambientales, o su 
previsión, son percibidas como señales por el ave a través de diferentes 
órganos sensoriales. Después de su integración cerebral, y en relación con el 
estado fisiológico general del individuo, los eventos neuronales son 
traducidos a señales químicas que provocarán los cambios fisiológicos, 
morfológicos y comportamentales apropiados para cada fase del ciclo 
reproductivo (Bentley et al., 2007). 
1.2.1.1. Hormonas liberadoras de gonadotropinas en aves 
(GnRHs) 
Entre las señales químicas fundamentales en el inicio de los ciclos 
reproductivos en aves, los factores hipotalámicos GnRHs (hormonas 
liberadoras de gonadotropinas) y GnIH (hormona inhibidora de 
gonadotropinas), desempeñan una importante función reguladora de la 
ciclicidad propia de estas especies (Tsutsui et al., 2013). 
En condiciones ambientales favorables, y en condiciones individuales de 
madurez puberal, se producirá la síntesis y liberación hipotalámica de 
GnRH, que, a su vez, induce la liberación de las hormonas 
foliculoestimulante (FSH) y luteinizante (LH), también denominadas 
gonadotropinas hipofisarias, responsables de la maduración de los gametos 




Ilustración 1. Esquema representativo del eje hipotálamo-hipofisario-gonadal en 
aves. 
En aves (Gallus domesticus) han sido aislados e identificados dos 
decapéptidos hipotalámicos con actividad GnRH (King y Millar, 1982a, 
1982b; Miyamoto et al., 1984) cuya nomenclatura y secuencia aminoacídica 
figuran a continuación: 
 cGnRH-I : pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Gln-Pro-Gly-NH2 
 cGnRH-II: pGlu-His-Trp-Ser-His-Gly-Trp-Tyr-Pro-Gly-NH2  
Ambas moléculas han demostrado su capacidad para inducir la 
liberación de FSH y LH hipofisarias. Sin embargo, ambas exhiben una 
mayor actividad en la liberación de LH que de FSH tanto in vitro como in 
vivo (Hattori et al., 1986). 
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En mamíferos, está bien documentada la liberación pulsátil de GnRH y la 
síntesis y secreción de FSH y LH en función de la amplitud y frecuencia de 
los pulsos de secreción de GnRH (Bedecarrats y Kaiser, 2003; Thompson y 
Kaiser, 2014). Sin embargo, la administración continua de GnRH induce la 
desensibilización de las células gonadotropas y la inhibición de la secreción 
de gonadotropinas (Sundaram et al. 1982; Vilchez-Martinez et al. 1979). 
La administración prolongada de cGnRH induce un descenso en la 
liberación de FSH y LH en hipófisis de codorniz (Coturnix coturnix) in vitro 
(Hattori et al., 1985). Por otro lado, las secciones de hipotálamo mediobasal 
(incluida área preóptica) de codorniz, incubadas in vitro en sistemas de 
perfusión, liberan cGnRH-I de forma episódica ( Li et al., 1994). Además, las 
células gonadotropas hipofisarias de gallina ponedora responden 
diferencialmente (secreción de gonadotropinas) en función de los pulsos de 
cGnRH-I administrados (Sonez et al., 2010). Estas experiencias sugieren un 
mecanismo de liberación pulsátil para cGnRH-I en el desarrollo de su 
función biológica de inducción de síntesis y secreción de gonadotropinas en 
aves. 
 La inmunización activa frente a cGnRH-I induce la regresión del aparato 
reproductor en gallinas ponedoras, mientras que este fenómeno no ocurre 
cuando la inmunización se lleva a cabo frente a cGnRH-II (Sharp et al., 1990). 
Por otro lado, la infusión de cGnRH-II en el tercer ventrículo del sistema 
nervioso central en hembras de gorrión de corona blanca (Zonotrichia 
leucophrys gambelii) induce el comportamiento de solicitud de cópula (Maney 
et al., 1997). Estos experimentos sugieren la posibilidad de que cGnRH-I 
fuera el decapéptido hipotalámico responsable de la inducción de la 
secreción hipofisaria de gonadotropinas en aves, mientras que la actividad 




En estorninos pintos (Sturnus vulgaris), la presencia de GnRH-I en área 
preóptica del hipotálamo (POA), y la concentración de LH plasmática, 
sufren un incremento tras la exposición durante 10 días a fotoperiodo largo 
(16 horas de luz y 8 horas de oscuridad, 16L : 8O) tras 30 días de exposición 
a fotoperiodo corto (8L : 16O) (Dawson y Goldsmith, 1997). Además, en 
POA en esta especie, la expresión de GnRH-I (ARNm) disminuye asociada a 
fotorrefractariedad y a involución testicular (Stevenson et al., 2009). 
La expresión de cGnRH-I (ARNm) en el área preóptica hipotalámica 
sufre un incremento tras castración en gallos jóvenes. Sin embargo, este 
efecto puede ser prevenido mediante tratamiento con estradiol. A nivel 
adenohipofisario, el incremento en la expresión del receptor de GnRH tras 
castración también puede ser revertido mediante administración de estradiol 
(Sun et al., 2001). Por otro lado, la secreción de LH inducida por GnRH en 
cultivos primarios de células adenohipofisarias de pollo disminuye en un 53-
61% cuando las células se incuban en presencia de estradiol, testosterona y 
progesterona (King et al., 1989). 
Los receptores para la GnRH (GnRH-R) pertenecen a la superfamilia de 
los receptores acoplados a proteína G (GPCR). En el caso de las aves, han 
sido caracterizados dos tipos de receptores para GnRH: 
 GnRH-R-I (Sun et al., 2001). 
 GnRH-R-III (Shimizu y Bedecarrats, 2006). 
En el caso de GnRH-R-I, su expresión se encuentra distribuida en las 
áreas preóptica (POA) y basal del hipotálamo, adenohipófisis y testículo 
(Sun et al., 2001), mientras que GnRH-R-III se expresa en tejido 
adenohipofisario exclusivamente (McFarlane et al., 2011). 
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1.2.1.2. Hormona inhibidora de gonadotropinas en aves 
(GnIH) 
En 2000, se publicó la identificación y caracterización en cerebro de 
codorniz de un nuevo neuropéptido de la familia RF-amida (péptidos con 
motivo Arg-Phe-NH2 en su extremo amino terminal) con actividad 
inhibitoria de la liberación de gonadotropinas: GnIH (Hormona inhibidora 
de gonadotropinas), con la siguiente secuencia aminoacídica (Tsutsui et al., 
2000): 
GnIH: Ser-Ile-Lys-Pro-Ser-Ala-Tyr-Leu-Pro-Leu-Arg-Phe-NH2 
GnIH se expresa a nivel del núcleo paraventricular hipotalámico y ejerce 
su actividad biológica mediante la activación del receptor GPR147, 
perteneciente a la familia de receptores acoplados a proteína G, y con 
expresión a nivel hipotalámico, adenohipofisario y gonadal. GnIH inhibe la 
síntesis de las subunidades β-FSH y β-LH en las células gonadotropas 
adenohipofisarias en codorniz (Tsutsui et al., 2000; Ubuka et al., 2006) y pollo 
(Maddineni et al., 2008). Además, GnIH inhibe la liberación de FSH y LH 
tras estímulo adenohipofisario con GnRH en diferentes especies de aves, y la 
liberación de testosterona a partir de cultivo testicular de gorrión común 
(Passer domesticus) bajo estímulo gonadotropo (FSH/LH) (Tsutsui et al., 
2012). Diferentes trabajos, sugieren la posibilidad de que GnIH pudiera 
inhibir, además, la secreción de GnRH (Ubuka et al., 2014). 
La administración combinada de estradiol o estradiol y progesterona, 
disminuye la expresión del ARNm de GnIH-R en adenohipófisis de pollo. 
Además, la expresión de GnIH-R (ARNm) es mayor en adenohipófisis de 
pollos sexualmente inmaduros respecto a pollos maduros. La disminución 
en la expresión de este receptor en presencia de hormonas esteroideas 
sexuales podría ser un mecanismo fisiológico para favorecer la secreción de 
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gonadotropinas en el momento de la maduración sexual (Maddineni et al., 
2008). 
1.2.1.3. Fotoperiodo y estacionalidad reproductiva en aves. 
Estrés y factores sociales 
En latitudes templadas, la mayoría de las aves experimenta cambios en 
su actividad reproductiva directamente relacionados con las estaciones. Con 
respecto a las aves que habitan estas latitudes, la mínima disponibilidad de 
alimento coincide con la máxima demanda energética durante el invierno. 
Por ello, las aves restringirán adaptativamente determinadas actividades con 
alto coste energético (reproducción, muda, etc.) a determinados periodos del 
año en que las condiciones ambientales sean óptimas para el desarrollo de 
estas (Kriegsfeld et al.,2015). Dado que el fotoperiodo es uno de los factores 
más fiables para anticipar el momento óptimo de reproducción para cada 
especie, las aves utilizan esta señal para desarrollar los mecanismos 
fisiológicos de la reproducción estacional. 
 Fisiología de la melatonina en el ciclo reproductivo en aves 1.2.1.3.1.
La secreción de melatonina es proporcional al fotoperiodo. Dado que la 
secreción de esta hormona es nocturna, dicha secreción será inversamente 
proporcional a la duración del día. En codorniz, la administración de 
melatonina induce una ralentización del desarrollo testicular y la actividad 
reproductiva inducida por fotoperiodo largo (Guyomarc'h et al., 2001). 
Además, la administración de esta hormona disminuye los niveles 
plasmáticos de LH en gallos castrados (Rozenboim et al., 2002). 
La administración subcutánea de melatonina induce la expresión de 
GnIH y GnIH (ARNm) en diencéfalo en codorniz (Ubuka et al.,2005) y en 
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explantes diencefálicos de codorniz in vitro (Chowdhury et al., 2010). 
Además, la expresión de GnIH es dependiente de fotoperiodo, con 
incrementos nocturnos positivamente relacionados con disminución de los 
niveles de LH plasmática (Chowdhury et al., 2010). La exéresis de los ojos y 
la glándula pineal (los dos principales productores de melatonina en 
codorniz) disminuye la expresión de GnIH (ARNm y péptido) en 
hipotálamo. Este hecho se debe, al menos en parte, a la disminución de la 
actividad directa de la melatonina sobre las células productoras de GnIH del 
núcleo paraventricular del hipotálamo (Ubuka et al., 2005). 
Estos resultados sugieren que el incremento en la expresión de GnIH en 
fotoperiodo corto (mediada por melatonina) pudiera explicar en parte el 
bloqueo reproductivo de las aves en zonas templadas durante el otoño e 
invierno. 
 Estrés y factores sociales en fisiología del ciclo reproductivo en 1.2.1.3.2.
aves 
El estrés es un conocido inhibidor de la actividad reproductiva. El estrés 
provocado por la captura y restricción del movimiento en gorriones 
comunes (Passer domesticus) induce un incremento de la concentración de 
glucocorticoides plasmáticos (Lynn y Porter, 2008). En individuos de esta 
especie sometidos a este tipo de estrés se evidencia un incremento 
significativo de neuronas GnIH inmunorreactivas que podría estar 
relacionado con el incremento de glucocorticoides plasmáticos (Calisi et al., 
2008). 
También los factores sociales son relevantes en la función reproductiva 
aviar. En aviarios que permiten el proceso reproductivo completo en 
estornino pinto (Sturnus vulgaris), la reducción de cajas nido resulta en 
disminución de neuronas GnIH inmunorreactivas en aves que han 
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conseguido un nido (“winners”) con respecto a aves que no lo han 
conseguido (“losers”) al comienzo de la estación de cría. Sin embargo, 
durante el periodo de cría, el número de neuronas GnIH inmunorreactivas 
disminuyó en “winners” respecto a “losers”. Estos resultados indican que la 
expresión de GnIH pudiera ejercer una función como modulador del 
comportamiento reproductivo en respuesta al entorno social (Calisi et al., 
2011). 
 Hormonas tiroideas en la regulación del ciclo reproductivo 1.2.1.3.3.
Las hormonas tiroideas han cobrado relevancia en el estudio de la 
señalización fisiológica del fotoperiodo durante los últimos años. En 
codorniz, la expresión de Dio2 (deiodinasa tipo 2), enzima conversora de 
tiroxina (T4) en triiodotironina (T3), que es  la forma con mayor bioactividad 
de la hormona, es inducida por fotoperiodo largo e inhibida por fotoperiodo 
corto en los tanicitos que revisten el tercer ventrículo a nivel del hipotálamo 
mediobasal. La T3 así generada, induciría la secreción de GnRH (Ikegami y 
Yoshimura, 2012; T. Yoshimura et al., 2003). Aunque no se ha demostrado en 
aves, la melatonina inhibe la expresión de Dio2 en hámster (Revel, 
Saboureau et al., 2006). 




Ilustración 2. Representación esquemática de fisiología neuroendocrina de la     
reproducción en aves 
Las aves sujetas a reproducción estacional detectan señales del entorno como 
fotoperiodo, temperatura, disponibilidad de agua y alimento, presión de 
predadores, entorno social, etc., para programar su reproducción. Las neuronas 
hipotalámicas integran las señales externas e internas y regulan la reproducción 
mediante la liberación de neurohormonas en la eminencia media para regular a 
su vez la síntesis y liberación de gonadotropinas adenohipofisarias, que 
inducirán la gametogénesis y la secreción de hormonas esteroideas. El péptido 
hipotalámico GnRH-I, a través de su receptor (GnRH-R) en las células 
gonadotropas, activa la reproducción mediante la inducción de síntesis y 
secreción de gonadotropinas. Otro péptido hipotalámico, GnIH, inhibe la 
síntesis de gonadotropinas actuando directamente sobre las células 
gonadotropas o bien sobre la actividad de las neuronas productoras de GnRH-I 
a través de su receptor GnIH-R, expresado tanto en las células gonadotropas 
como en las neuronas productoras de GnRH-I. Las neuronas productoras de 
GnRH-II podrían inducir comportamiento reproductivo, mientras GnIH podría 
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inhibirlo mediante la inhibición de las neuronas productoras de GnRH-II. Las 
neuronas GnRH y GnIH hipotalámicas y sus receptores en la adenohipófisis 
también están reguladas por señales internas como testosterona, estradiol y 
progesterona. Se hipotetiza que la T3 producida localmente a partir de T4 
mediante la actividad de Dio2 en el hipotálamo mediobasal induce la liberación 
de GnRH-I. Dado que la melatonina, una hormona de liberación nocturna, 
estimula la síntesis y secreción de GnIH en aves, GnIH podría regular el ritmo 
diario de secreción de gonadotropinas. GnIH podría, también, suprimir la 
secreción de gonadotropinas cuando las condiciones ambientales o sociales 
fueran desfavorables. Reproducido de (Ubuka et al., 2013). 
1.2.2. Gonadotropinas en aves 
Las gonadotropinas aviares, FSH y LH, como en otros vertebrados, son 
hormonas de naturaleza glicoproteica sintetizadas por células gonadotropas 
adenohipofisarias (Proudman et al.,1999). 
Tanto la FSH como la LH están formadas por dos subunidades (α y β) 
unidas de modo no covalente y sintetizadas a partir de diferentes genes 
(Shen & Yu, 2002). La subunidad α es común a ambas hormonas y a la 
tirotropina (TSH), mientras la subunidad β es específica para cada hormona 
(β-FSH y β-LH) (Krishnan et al., 1992, 1994). 
Los procesos de purificación llevados a cabo por diferentes grupos, 
sugieren pesos moleculares de 38.000 Da y punto isoeléctrico (pI) de 4,65 
para la FSH de pollo, y de 37.000 Da y pI = 9,08-9,55 en LH de la misma 
especie (Krishnan et al., 1992, 1994). 
Las secuencias aminoacídicas para cada subunidad han sido deducidas 
en diferentes especies de aves a partir de su ADN complementario (ADNc) o 
mediante análisis genómico. La secuencia de la subunidad α ha sido 
deducida en codorniz (Ando & Ishii, 1994), gallina (Carre et al., 2006; Foster 
et al., 1992), pavo (Meleagris gallopavo) (Foster y Foster, 1991), ánade real 
(Anas platyrhynchos), ánade criollo (Cairina moschata) (Hsieh, Chatterjee, 
Chien, & Yu, 2001), y paloma doméstica (Columba livia) (GenBank: 
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PKK33488.1) entre otras especies. Las secuencias de la subunidad β-FSH de 
codorniz (Kikuchi et al., 1998), gallina (Shen & Yu, 2002), pavo (NCBI 
Reference Sequence: XM_003206084.2) y paloma (GenBank: PKK29307.1) 
también son conocidas, mientras las secuencias de la subunidad β-LH están 
descritas en codorniz (Ando e Ishii, 1994), pollo (GenBank: ADY03193.1)  y 
pavo (You et al., 1995). 
La secuencia aminoacídica de la subunidad α en codorniz consta de un 
total de 120 aminoácidos y está compuesta por un péptido señal de 24 
residuos (1-24) y una proteína madura de 96. En la posición 80-82 de la 
proteína existe un potencial sitio de N-glicosilación (Asparragina-isoleucina-
treonina) (Ando e Ishii, 1994). En codorniz, pollo, pavo y paloma, la proteína 
madura de esta subunidad es idéntica en todas ellas según alineamiento 
llevado a cabo con el programa UniprotKB Align 
(https://www.uniprot.org/align/). 
La subunidad β-FSH de codorniz está compuesta por un total de 131 
aminoácidos. Los residuos aminoacídicos 1-20 corresponden al péptido 
señal, mientras los 111 residuos restantes constituyen la proteína madura. En 
esta última, existen tres potenciales sitios de glicosilación. Las identidades 
de los aminoácidos de la subunidad β-FSH de codorniz con respecto a las de 
pavo, pollo y paloma son de 98,47; 98,47 y 93,89% respectivamente según 
alineamiento realizado con el programa UniprotKB Align 
(https://www.uniprot.org/align/). En codorniz, pavo y pollo, los tres 
potenciales sitios de N-glicosilación están conservados, mientras en paloma 
falta el más próximo al carboxilo terminal (N127K) según predicción 
realizada mediante NetNGlyc 1.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services). 
El péptido señal corresponde a los aminoácidos 1-20 en todas estas especies 





Figura 1. Alineamiento de las secuencias aminoacídicas de las subunidades beta 
de FSH de codorniz, pavo, pollo y paloma. 
En las posiciones 25 (NIT), 42 (NAT) y 127 (NGS) de las secuencias de codorniz, 
pavo y pollo se encuentran los potenciales sitios de N-glicosilación. En paloma, 
sólo en las posiciones 25 y 42. 
La expresión de ARNm de la subunidad β-FSH es inducida en tejido 
hipofisario de pollo por GnRH (Shen y Yu, 2002), mientras que en 
dispersiones celulares hipofisarias de esta especie, GnRH induce la 
expresión de ARNm de la subunidad β-LH mientras la prolactina la inhibe 
(You et al., 1995). 
El mismo efecto inductor de la GnRH es evidenciado en la expresión de 
ARNm de la subunidad α en ánade real y ánade criollo in vitro en 
incubación de fragmentos adenohipofisarios. La hormona liberadora de 
tirotropina (TRH) también induce su síntesis en estas condiciones, mientras 
que la testosterona y la triiodotironina (T3) inhiben su expresión (Hsieh et al., 
2001). 
En mamíferos, está demostrada la acción de la inhibina secretada por 
tejidos gonadales en la inhibición de la síntesis y secreción de FSH 
adenohipofisaria (Taya et al., 1996). Sin embargo, en aves aún es confuso el 
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papel de la inhibina. A pesar de ello, la secreción de inhibina a partir de los 
folículos preovulatorios (fundamentalmente los folículos más maduros), y la 
correlación negativa entre niveles plasmáticos de inhibina y de FSH sugieren 
la posibilidad de la regulación en la síntesis y secreción adenohipofisaria de 
FSH por inhibina A en aves (Lovell et al., 2000). 
Los receptores de FSH (FSHR) y LH (LHR) han sido caracterizados en 
aves. Ambos pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteína G. 
Este tipo de receptores posee un dominio amino terminal extracelular y un 
dominio carboxilo terminal intracelular además de siete dominios 
transmembrana. La activación de este receptor y el complejo proteína G 
induce la actividad adenilato ciclasa, que se traduce en el aumento de la 
concentración de AMPc intracelular y la activación de proteína quinasa A. 
La activación de esta enzima induce respuestas celulares que activan la 
expresión de enzimas esteroidogénicos y otros elementos de diferenciación 
celular en las células foliculares (como la expresión del receptor LHR) 
(Mizutani et al., 1998; You et al., 1996). 
Las secuencia aminoacídica del receptor FSHR en pollo tiene una 
homología del 71,9 y el 72,4% comparadas con las de rata y bovinos 
respectivamente (You et al., 1996), y del 93% comparada con la de pato 
criollo (Cairina moschata) (Xu et al., 2017), del 94,6% con respecto a la 
secuencia del FSHR de pavo (NCBI Reference Sequence: XM_021390912.1), y 
del 85,3% respecto a la de paloma (NCBI Reference Sequence: 
XM_005498409.3) al ser alineadas mediante el programa UniprotKB 
(https://www.uniprot.org/align/). 
El receptor FSHR se expresa en las células del estroma ovárico y en las 
células foliculares de la granulosa y la teca. La expresión en células de la 
granulosa disminuye hasta mínimos en folículos maduros preovulatorios 
(F1). El receptor LHR se expresa en células de la teca del folículo a lo largo 
de todo su desarrollo, mientras que en las células de la granulosa su 
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expresión comienza en folículos de 9-11 mm y es máxima en folículos 
preovulatorios maduros  (Zhang et al., 1997). 
1.2.3. Fisiología ovárica en aves 
1.2.3.1. Anatomía del ovario 
En la mayoría de las aves, a diferencia del resto de vertebrados, el 
desarrollo embrionario del ovario y el oviducto se produce de modo 
asimétrico, llegando al final del desarrollo únicamente las estructuras 
localizadas en el lado izquierdo. Esta característica es habitualmente 
atribuida a un proceso evolutivo de adaptación al vuelo (Guioli et al., 2014; 
Jacob y Bakst, 2007a, 2007b; Zheng et al., 2013). 
Sin embargo, existen excepciones a esta asimetría en algunas especies 
como el kiwi (Apterix australis) y en órdenes como ciconiiformes y 
falconiformes en los que ambos ovarios pueden desarrollarse (Kinsky, 1971). 
El ovario de las aves se encuentra en el interior de la cavidad abdominal 
(celómica) e insertado en el retroperitoneo mediante el ligamento 
mesoovárico (hilus) a la altura del polo craneal del riñón. Está recubierto por 
un mesotelio superficial en monocapa adaptado al rápido crecimiento y 
regresión que caracteriza esta estructura a la que rodea. A través del hilus, 
penetran en el ovario los vasos sanguíneos arteriales y venosos y las fibras 
nerviosas (Apperson et al., 2017; Chalana y Guraya, 1979). 
En aves, el peso ovárico varía radicalmente en función del estado 
reproductivo. En las aves de reproducción estacional, los folículos ováricos 
se desarrollan masivamente en la etapa reproductiva para sufrir 
posteriormente atresia y reabsorción al terminar la puesta. El peso ovárico 
en ciclo de puesta puede ser cien veces superior al peso del ovario en estado 
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de reposo reproductivo. La mayoría de este incremento de peso se debe a la 
acumulación de vitelo intraovocitario. Este fenómeno también es atribuido a 
la adaptación al vuelo, la reducción del coste metabólico del vuelo, y la 
reducción del riesgo de predación (Johnson y Woods, 2007). 
El ovocito maduro de las aves se caracteriza por ser de gran tamaño. En 
avestruz, el ovocito alcanza los 10 cm de diámetro (Bronneberg y Taverne, 
2003). Sin embargo, en gallina, esta estructura no suele exceder los 4 cm. La 
mayoría del volumen del ovocito en aves está constituida por vitelo, por lo 
que es clasificado morfológicamente como óvulo megalecito y telolecito. En 
la superficie del óvulo (gallina), puede observarse a simple vista la presencia 
de una estructura blanquecina de 3 a 5 mm de diámetro denominada disco 
germinal, que contiene el núcleo y el 99% de los orgánulos celulares pese a 
ocupar menos del 1% del volumen total del ovocito (Yao y Bahr, 2001). 
El ovocito se encuentra rodeado por la membrana perivitelina, 
equivalente a la membrana pelúcida en mamíferos. En aves se han descrito 
dos proteínas homólogas a las descritas en mamíferos, ZP1 (sintetizada en el 
hígado bajo el estímulo de estrógenos) y ZPC, sintetizada por las células de 
la granulosa (Bausek et al., 2000; Sasanami  et al.,2004). 
En el folículo maduro, una capa simple de células de la granulosa rodea 
el ovocito y la membrana perivitelina. Exterior a la granulosa, se encuentran 
las capas de la teca interna y la teca externa. Las capas de la granulosa y de 
la teca están separadas por una membrana basal (A. L. Johnson y Woods, 
2007). 
Los folículos primordiales y los folículos primarios en etapas iniciales del 
desarrollo están rodeados por tejido cortical. Al contrario que en mamíferos,  
los folículos ováricos en estadio evolutivo superior al de folículos 
primordiales o con diámetro ≥ 1 mm, protruyen desde el estroma para 
acabar unidos al ovario mediante un pedículo de modo estructuralmente 
semejante a los granos de un racimo de uvas (A. L. Johnson y Woods, 2007). 
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El ovario en aves está compuesto por dos tejidos diferenciados, el córtex 
y la médula. Desde el punto de vista histológico, el estroma ovárico está 
constituido por tejido medular y cortical intercalado. Las células del córtex y 
las medulares pueden distinguirse fácilmente a microscopía óptica. Mientras 
las células del córtex teñidas con hematoxilina-eosina presentan un aspecto 
basofílico, las medulares presentan un aspecto eosinofílico. La médula 
ovárica está constituida por células de músculo liso, tejido colágeno con 
abundantes fibroblastos, fibras nerviosas y vasos sanguíneos. Los vasos 
sanguíneos en la médula son de mayor calibre que los del córtex (Apperson 
et al., 2017). 
 La vascularización ovárica en aves procede de la arteria renal superior, 
mientras que el retorno venoso desemboca en la vena cava caudal. Los 
folículos primordiales están vascularizados por los capilares del estroma, 
mientras que en etapas posteriores de desarrollo, cuando abandonan el 
estroma ovárico, reciben vascularización a través del pedículo por dos a 
cuatro arteriolas procedentes de la arteria ovárica y que se extienden, junto a 
su red capilar, por la teca. La capa de células de la granulosa no recibe 
vascularización directa. En la superficie de los folículos en maduración, 
existe una región avascular y de forma lineal en la que las células foliculares 
entran en contacto con el mesotelio superficial; esta región se denomina 
estigma y tiene la función de ser el punto de ruptura durante la liberación 
del óvulo en el proceso de ovulación (Johnson y Woods, 2007). 
Como en el resto de los vertebrados, en aves, durante el desarrollo 
embrionario precoz, las células germinales primordiales (PGCs) migran a las 
crestas germinales donde se transforman en oogonias mitóticamente activas 
Posteriormente, las oogonias entran en el proceso meiótico evolucionando 
hasta la fase diplotene de la primera profase meiótica. La célula resultante 
(ovocito primario), quedará en este estadio del ciclo celular hasta la pubertad 
(Johnson y Woods, 2007). 
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Poco después de la eclosión y nacimiento del embrión, en gallina, los 
ovocitos primarios se rodean de células somáticas (granulosa). Este conjunto 
es denominado folículo primordial y permanece inmerso en el estroma 
cortical del ovario. Los ovocitos que no se rodean de células de la granulosa, 
sufrirán muerte celular vía apoptosis. En etapas posteriores del desarrollo y 
crecimiento folicular, otra capa de células somáticas, la teca, rodeará a las 
células de la granulosa. Ambas capas estarán separadas por una membrana 
(o lámina) basal. La señalización paracrina entre ovocito, células de la 
granulosa y células de la teca es esencial para el ulterior desarrollo del 
folículo (Diaz et al., 2014). 
Los folículos primarios se desarrollarán eventualmente hasta folículos 
jerárquicos o preovulatorios. Una vez maduros, podrán sufrir el proceso de 
ovulación mediante rotura de la pared folicular y liberación del óvulo en el 
oviducto, donde tendrá lugar la fecundación y la formación del huevo 
mediante la adición del albumen, las membranas de la cáscara y la cáscara. 
En este proceso de crecimiento y maduración folicular, la nomenclatura en 
los folículos de gallina más frecuentemente utilizada en función de su 
diámetro y aspecto macroscópico, y por orden evolutivo, es la siguiente ( 
Johnson y Woods, 2007; Johnson, 2012; Johnson et al., 2015): 
 Folículo primordial: ≤ 80 μm 
 Folículo primario: 0,08-1 mm 
 Folículos prejerárquicos: 1-8 mm. 
 Folículos jerárquicos o preovulatorios: 8-40 mm 
A su vez, los folículos prejerárquicos pueden dividirse en: 
 Folículos blancos pequeños (SWF por sus siglas en inglés):     
1-3 mm 
 Folículos blancos grandes (LWF): 3-5 mm 
 Folículos amarillos pequeños (SYF): 6-8 mm 
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Los folículos jerárquicos o preovulatorios se denominan, en función de 
su diámetro, y de menor a mayor: F6/F5, F4, F3, F2 y F1, siendo este último 
el más maduro y próximo a la ovulación. 
Por último, tras la ovulación, las células foliculares colapsan formando el 
folículo postovulatorio (POF). 
 
Ilustración 3. Aspecto macroscópico del ovario de codorniz. 
F1, F2 y F3 hacen referencia a los folículos preovulatorios en su orden jerárquico. 
SYF= Folículo amarillo pequeño, prejerárquico. LWF= Folículo blanco grande. 
POF= Folículo postovulatorio. 
1.2.3.2. Dinámica folicular 
El estudio de la dinámica folicular en aves se ha llevado a cabo 
fundamentalmente en gallina y, en concreto, en diferentes razas de gallinas 
ponedoras. En estas, la puesta diaria de un huevo determina una dinámica 
folicular con características únicas entre los vertebrados, dado que la puesta 
diaria durante meses, y por tanto la ovulación diaria previa a la formación 
del huevo, implica la necesidad de una constante provisión de folículos 
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preovulatorios jerarquizados (Johnson et al., 2015). En codornices de razas 
ponedoras, la puesta de 250-270 huevos al año implica una dinámica 
folicular semejante a la de gallina (Karami et al., 2017). 
Al inicio de la maduración sexual en gallina, el ovario contiene alrededor 
de 12.000 folículos. Sólo una pequeña fracción de estos (200-500) 
evolucionará hasta folículos preovulatorios maduros en su vida 
reproductiva. En aves salvajes este número será, lógicamente, mucho menor 
(Johnson y Woods, 2007). 
La transición de los folículos primordiales a folículos primarios implica 
el incremento de diámetro en el ovocito y cambios morfológicos en las 
células de la granulosa que lo rodean. Estas células pasan de tener un 
aspecto plano y alargado a adquirir una morfología cuboidal. Además, la 
transición de estos folículos primarios a folículos primarios activos está 
asociada a la formación de la capa de células de la teca, derivadas de células 
mesenquimales (Johnson, 2014). 
 Factores proteicos asociados al desarrollo folicular en aves 1.2.3.2.1.
Los factores involucrados en el proceso de desarrollo temprano y en la 
transición de los folículos primarios en estado quiescente a folículos 
activados en fase de crecimiento lento han sido investigados escasamente en 
aves. Sin embargo, algunos de estos factores, homólogos a los de mamíferos, 
se expresan en estadios precoces del desarrollo folicular sugiriendo diversas 
actividades relacionadas con este proceso. 
El sistema ligando de KIT y su receptor con actividad enzimática tirosina 
quinasa c-KIT han sido relacionados con el desarrollo folicular temprano y la 
activación de folículos primordiales en mamíferos (John et al., 2009; Parrott 
& Skinner, 1997, 1999; Yoshida et al., 1997). En gallina, la expresión de KIT-
ARNm es máxima en folículos de diámetro ≤ 1 mm y en las células del 
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estroma, mientras c-KIT se expresa en folículos de diámetro ≤ 1 mm en 
células de la teca, pero no en granulosa. Estos resultados sugieren un papel 
de este sistema en aves semejante al observado en mamíferos (Kundu et al., 
2012). 
La hormona antimülleriana (AMH) inhibe el crecimiento y activación de 
los folículos primordiales en ratón (Durlinger et al., 2002) y disminuye la 
sensibilidad a FSH de los folículos preantrales en esta especie (Durlinger et 
al., 2001). Sin embargo, en aves, y a pesar de que su papel en la inhibición del 
desarrollo del oviducto derecho es conocida (Teng, 1987) la función de AMH 
en el desarrollo folicular es desconocida. En gallina, la expresión de AMH 
está restringida a folículos en fase de crecimiento inicial y, de un modo 
paralelo a lo que ocurre en mamíferos, esta expresión disminuye en folículos 
próximos a la selección prejerárquica ( Johnson, 2012). 
El ovocito desarrolla un papel fundamental en la regulación y promoción 
del folículo que lo alberga mediante la síntesis y secreción de factores que 
actúan de forma paracrina sobre las células foliculares. En ratón, el factor de 
crecimiento y diferenciación 9 (GDF9), un factor ovocitario perteneciente a la 
superfamilia del factor de crecimiento transformante β (TGF-β), es 
fundamental para el desarrollo de los folículos primordiales, para el 
reclutamiento de las células de la teca y la expresión de receptores FSHR        
(Dong et al., 1996; Otsuka et al., 2011). En gallina, GDF9 es expresado en 
folículos de 50-300 μm e induce la proliferación de células de la granulosa in 
vitro, lo que sugiere una función homóloga a la observada en mamíferos 
(Johnson et al., 2005). 
La proteína morfogenética ósea 15 (BMP15) tiene un importante papel en 
la diferenciación de las células somáticas foliculares y en el desarrollo del 
folículo en mamíferos (Otsuka et al., 2011; Shimasaki et al., 2004). En gallina, 
este factor se expresa fundamentalmente en el ovocito de los folículos de 6-8 
mm de diámetro, induce la expresión del receptor FSHR, e inhibe la 
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expresión de AMH y ocludina (OCL). Estos efectos están directamente 
relacionados con la selección de los folículos amarillos pequeños (SYF) para 
su incorporación a la jerarquía preovulatoria (Stephens y Johnson, 2016). 
BMP4, es expresada en células de la granulosa y la teca de folículos 
prejerárquicos, aunque su expresión aumenta 2-4 veces en folículos de 9-12 
mm. Las células de la granulosa de folículos prejerárquicos y de F5 
incubadas en presencia de BMP4 mantienen la expresión de FSHR (ARNm) 
en niveles comparables a los fisiológicos, mientras que, en ausencia de esta 
proteína, la expresión de FSHR disminuye un 80% (Kim et al., 2013). 
BMP6, tiene su máxima expresión en células de la granulosa de folículos 
de 1-8 mm e induce la expresión de FSHR (ARNm) en folículos 
prejerárquicos (Ocon-Grove et al., 2012). 
Además, tanto el factor de crecimiento transformante β1 (TGFβ1) como 
activina A inducen la expresión de FSHR en células de la granulosa en 
mamíferos (Knight y Glister, 2003). La incubación in vitro con activina A y 
TGFβ1 induce la expresión de FSHR en células de la granulosa de folículos 
prejerárquicos en gallina (Woods y Johnson, 2005). 
 Selección de folículos jerárquicos o preovulatorios en aves 1.2.3.2.2.
En gallina, los folículos de 1-5 mm de diámetro, también denominados 
folículos blancos o folículos en fase de crecimiento lento, acumulan vitelo 
rico en proteínas durante semanas (fase de crecimiento lento). 
Posteriormente, el ovocito acumula lipoproteínas y xantofilas, que dan al 
vitelo su color amarillo característico. Estos folículos amarillos tienen un 
diámetro de 6-8 mm y son denominados folículos amarillos pequeños (SYF 
por sus siglas en inglés). Posteriormente, los SYF entran en la fase de 
crecimiento rápido en la que se convierten en folículos preovulatorios 
(jerárquicos). Esta fase se caracteriza por una masiva adquisición de vitelo y 
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convierte al folículo SYF en F1 en un plazo de seis días aproximadamente  
(Johnson y Woods, 2007). 
En el ovario de gallina en ciclo de puesta se observan cientos de folículos 
de entre 1-5 mm de diámetro (SWF y LWF), alrededor de 6 folículos de entre 
6-8 mm (SYF) y 5-6 folículos jerárquicos o preovulatorios de diámetros 
comprendidos entre 9 y 35-40 mm (Ilustración 4). 
 
Ilustración 4. Imagen representativa de las poblaciones foliculares ováricas de 
gallina. 
En gallina ponedora, suelen encontrarse entre 6-8 folículos SYF y 5-6 folículos 
jerárquicos preovulatorios en fase de rápido crecimiento a lo largo del ciclo de 
puesta. 
En codorniz, el número de folículos jerárquicos es menor que en gallina, 
con una jerarquía formada por tres o cuatro folículos (F4/F3, F2 y F1) 
(Ramasamy et al., 2014). En palomas, una especie caracterizada por realizar 
puestas determinadas de dos huevos, la jerarquía folicular está formada por 
sólo dos folículos preovulatorios (F2 y F1), aunque el número de folículos 
prejerárquicos SYF es similar al observado en codorniz y gallina (Goerlich  et 
al., 2010; Matthews, 1939). 
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Ilustración 5. Imagen representativa de las poblaciones foliculares ováricas de 
codorniz y paloma. 
En codorniz en ciclo de puesta, suelen encontrarse entre 5-6 folículos SYF y 3-4 
folículos jerárquicos preovulatorios en fase de rápido crecimiento. En paloma, 
sólo existen dos folículos jerárquicos (tres excepcionalmente). En esta especie, 
esta estructura de la población folicular sólo se encontrará en los días 
inmediatamente previos a la puesta, y esta se da sólo en determinadas 
condiciones ambientales y sociales. 
En mamíferos, el reclutamiento y desarrollo folicular preovulatorio es 
debido a la acción de la FSH. El incremento de la concentración plasmática 
de la FSH induce el reclutamiento de numerosos folículos (preantrales y 
antrales, en función de la especie). Sin embargo, el desarrollo del folículo 
dominante persiste gracias a su elevada sensibilidad a esta hormona pese a 
la disminución parcial de los niveles plasmáticos de FSH secundaria al 
incremento de inhibina y estradiol. Como consecuencia de esta disminución 
de la concentración plasmática de FSH al final de la fase folicular del ciclo, 
los folículos subordinados (con menor sensibilidad a FSH) sufrirán el 
proceso de atresia. El folículo dominante experimentará un cambio en la 
población de receptores de sus células de la granulosa, con disminución de 
los receptores FSHR e incremento de LHR, y la oleada preovulatoria de LH 
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inducirá su ovulación. Este es el caso en especies monovulares, mientras 
que, en especies de ovulación múltiple, la dominancia se establece sobre 
múltiples folículos (Ginther, 2012; Mihm y Evans, 2008). 
De este modo, en mamíferos, se producen ciclos ovulatorios separados 
en el tiempo por un intervalo característico de especie. Por el contrario, en 
gallina, las oleadas preovulatorias de LH y las ovulaciones se dan con una 
periodicidad diaria aproximadamente (24-27h) durante ciclos de puesta que 
pueden durar meses (Liu et al., 2004; Liu et al., 2001; Katuhide et al., 1967). 
Esta característica biológica determina la diferencia en la dinámica folicular 
en aves con respecto a mamíferos. En gallinas, cada día se produce un pico 
ovulatorio de LH que inducirá la ovulación del folículo más maduro (F1). 
Un día después, el folículo F2 se habrá convertido en F1 y volverá a repetirse 
el proceso ovulatorio, y así ocurrirá sucesivamente en ciclos de 6-8 días 
interrumpidos por un día de pausa entre ellos y durante meses (Johnson, 
2014; Wells et al., 1985). Por tanto, la ovulación del folículo dominante no se 
asocia a la atresia de los folículos subordinados como ocurre en mamíferos. 
La ovulación diaria del folículo F1 implica la reposición de este folículo 
también de forma diaria para el mantenimiento de la jerarquía y el ritmo de 
ovulación y puesta de huevos. Cada día, un folículo del conjunto SYF es 
seleccionado e incorporado a la jerarquía de folículos preovulatorios y se 
convierte en F5/F6. De este modo, la jerarquía incorpora diariamente el 
folículo perdido en la ovulación (F1). Este fenómeno diario, sin embargo, no 
se da cuando no se produce la ovulación, por ejemplo, en la pausa de un día 
sin ovulación y puesta típico en gallinas. El mecanismo que coordina la 
ovulación con la selección de un folículo SYF y su incorporación a la 
jerarquía es desconocido (Johnson, 2015). 
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Ilustración 6. Selección folicular en gallina. 
Cada día, un folículo de la población SYF es seleccionado para su incorporación 
a la jerarquía folicular preovulatoria en la gallina ponedora. El folículo F1 ovula 
tras el incremento diario de la concentración de LH en plasma. En 24 h será 
sustituido por el folículo F2 que ovulará a su vez inducido por el siguiente pico 
de LH. El F2 es sustituido por F3, y así sucesivamente. De este modo, 
diariamente, un folículo SYF deberá ser seleccionado e incorporado a la 
jerarquía como F5 para el mantenimiento de la jerarquía preovulatoria. 
La selección de un SYF y su incorporación a la jerarquía preovulatoria 
está asociada a la diferenciación de sus células de la granulosa y a la entrada 
del SYF en la fase de crecimiento rápido. Este rápido crecimiento se debe a la 
masiva incorporación de vitelo y determina un incremento de peso desde  ≈ 
0,03 g a ≈ 16 g en el plazo de 6-7 días y un aumento de diámetro de 9 a 35-40 
mm en ese mismo periodo ( Johnson, 2015). 
El mecanismo por el cual sólo un folículo SYF perteneciente al conjunto 
de folículos prejerárquicos es seleccionado diariamente para su 
incorporación al conjunto de 5-6 folículos jerárquicos ha sido objeto de 
estudio por diferentes autores. Las células de la teca en folículos de gallina 
expresan receptores FSHR y LHR. La expresión de estos receptores no 
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cambia significativamente a lo largo del desarrollo folicular y, además, estas 
células responden al estímulo FSH y LH in vitro mediante secreción de 
esteroides tanto antes como después de la selección folicular (Johnson et 
al.,1996; Kowalski et al., 1991; You et al., 1996). Por el contrario, en las células 
de la granulosa sí se producen cambios sustanciales en su capacidad 
esteroidogénica durante el desarrollo folicular. La presencia de estos 
cambios ha orientado hacia estas células la atención en los trabajos de 
investigación sobre los mecanismos de selección folicular en aves (Johnson, 
2015; Johnson y Woods, 2009; Johnson, 2012). 
En gallina, las células de la granulosa comienzan a expresar el receptor 
FSHR (ARNm y proteína) en folículos de 1-2 mm. Esta expresión se 
mantiene durante el desarrollo folicular hasta alcanzar su máximo en las 
células de folículos jerárquicos F6/F5. A partir de ese momento, la expresión 
disminuirá hasta ser mínima en F1. La incubación de células de la granulosa 
con FSH no induce incremento de AMPc intracelular respecto a la 
concentración basal en células de folículos que aún no han sido 
seleccionados (SYF, 6-8 mm) a pesar de los altos niveles de expresión de 
FSHR (ARNm y proteína), pero este incremento en AMPc sí se produce 
inmediatamente tras la selección cuando las células de folículos F5 (≥9mm) 
se incuban con FSH (Kim et al., 2013; Tilly et al., 1991). 
Sin embargo, la incubación de las células de la granulosa de folículos 
prejerárquicos con forskolina (activadora directa de actividad en adenilato 
ciclasa) induce la acumulación intracelular de AMPc, lo que demuestra la 
funcionalidad del sistema de señalización celular en la vía metabólica 
activada normalmente por la FSH a través de su receptor acoplado a 
proteína G. Como consecuencia, antes de la selección, las células de la 
granulosa permanecen en un estado considerado como indiferenciado desde 
el punto de vista esteroidogénico y los niveles de expresión de genes 
dependientes de AMPc como StAR (proteína reguladora de la 
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esteroidogénesis aguda), CYP11A (colesterol desmolasa) y de LHR, son 
prácticamente nulos (Johnson, 2015). El proceso de selección folicular de SYF 
a folículo preovolatorio jerárquico está relacionado con el inicio de respuesta 
mediada por AMPc tras la activación del receptor FSHR. La respuesta 
mediada por AMPc desencadenará la actividad esteroidogénica en las 
células de la granulosa de los folículos seleccionados en la jerarquía 
(Johnson, 2014). 
FSH induce la expresión de sus propios receptores FSHR y los receptores 
LHR en células de la granulosa de folículos de 6-13 mm (Woods y Johnson, 
2005). Sin embargo, la actividad de proteína quinasa activada por mitógeno 
(MAPK) y de proteína quinasa C (PKC), inducidas por ligandos del receptor 
del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), mantienen bloqueada la 
expresión de StAR y la secreción de progesterona en las células de la 
granulosa de folículos prejerárquicos indiferenciados bajo estímulo FSH, 
mientras que la inhibición de estas actividades quinasa permite la expresión 
de FSHR, LHR StAR, y la esteroidogénesis inducida por FSH. Sin embargo, 
la actividad MAPK y PKC es necesaria para la esteroidogénesis en las células 
de la granulosa de folículos diferenciados preovulatorios (Woods et al., 
2007). 
 En mamíferos, el receptor FSHR pertenece a la familia de receptores 
acoplados a proteína G (GPCR). La activación de FSHR, utiliza la vía clásica 
de activación de adenilato ciclasa (AC) con aumento de AMPc intracelular 
que induce la actividad de proteína quinasa A (PKA) que a su vez promueve 
la expresión génica (Gloaguen et al., 2011). En aves, la activación de este 
receptor y la misma vía de señalización mediante AMPc y PKA induce y 
mantiene la expresión de StAR, CYP11A, y CYP17 (17α-hidroxilasa) (Calvo y 
Bahr, 1983; Kowalski et al., 1991). 
La fosforilación del dominio intracelular es un conocido mecanismo para  
la inactivación de FSHR en mamíferos. Esta fosforilación se lleva a cabo 
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mediante quinasas (GRKs) de receptores asociados a proteína G. Una vez 
fosforilados los residuos serina y treonina del dominio intracelular de FSHR, 
β-arrestina se une a este dominio inhibiendo el acoplamiento de FSHR 
activado al sistema de proteína G y, por tanto, inhibiendo la señalización de 
FSHR (Reiter y Lefkowitz, 2006). La transfección de células de la granulosa 
de folículos prejerárquicos con ARN de interferencia (siARN) dirigido contra 
la secuencia de ARNm de β-arrestina1  (gallina), permite la acumulación de 
AMPc intracelular, la expresión de StAR y la secreción de progesterona 
inducidos por FSH (Kim y Johnson, 2018). 
Por tanto, actualmente se hipotetiza que la eliminación del bloqueo de la 
vía de señalización de FSH a través de su receptor FSHR mediado por 
MAPK y β-arrestina, podría ser la base de la diferenciación celular del 
folículo prejerárquico para su selección y evolución a folículo jerárquico 
preovulatorio (Kim y Johnson, 2018). 
Durante la fase de crecimiento rápido en la jerarquía, ocurren dos 
importantes fenómenos fisiológicos en el folículo. Por un lado, el cambio en 
la expresión de los receptores FSHR y LHR en las células de la granulosa de 
los folículos jerárquicos, con expresión máxima de FSHR en las células de F5 
y mínima en F1, y expresión de LHR  mínima en F5 y máxima en F1 (Zhang 
et al., 1997). Por otro, la capacidad para la síntesis de progesterona de estas 
células también se incrementa en relación directa con su grado de madurez, 
siendo máxima en F1 tanto en ensayos in vitro (Hammond et al., 1981; Hrabia 
et al., 2014) como in vivo (Johnson et al.,1987). 
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Ilustración 7. Esquema representativo de la variación de FSHR y LHR en células 
de la granulosa de folículos ováricos preovulatorios durante su 
proceso de crecimiento y maduración. 
Por otra parte, la acumulación de vitelo en el ovocito se debe a la entrada 
en el mismo de vitelogenina y lipoproteína de muy baja densidad (VLDL) 
fundamentalmente. El paso de estas dos macromoléculas a través de la capa 
de células de la granulosa hasta la membrana ovocitaria depende de 
transporte paracelular entre estas células (Perry y Gilbert, 1979). La 
expresión de ocludina (una proteína componente de las uniones estrechas 
intercelulares) es máxima (ARNm) en células de la granulosa de folículos de 
1 mm de diámetro y disminuye (ARNm y proteína) durante el proceso de 
maduración folicular hasta ser mínima en folículos F1 (Stephens y Johnson, 
2017). Esta disminución en su expresión explicaría la posibilidad de difusión 
paracelular e incorporación de vitelogenina y VLDL al vitelo ovocitario  en 
la fase de crecimiento rápido folicular. Sin embargo, los mecanismos de 
regulación de la expresión de esta proteína en aves es desconocida 
actualmente. 
La concentración plasmática de FSH experimenta fluctuaciones en 
relación al estado reproductivo en aves. En codorniz japonesa, la 
concentración plasmática de FSH aumenta tras ser sometida a un incremento 
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del fotoperiodo y permanece elevada durante el desarrollo folicular ovárico. 
De modo inverso, la disminución del fotoperiodo se asocia con descenso en 
los niveles plasmáticos de FSH y la involución ovárica (Henare et al.,2012). 
En gallina, los niveles plasmáticos de FSH también sufren un incremento 
previo al inicio del ciclo de puesta. Sin embargo, estos niveles descienden 
una vez iniciada la puesta. Durante el ciclo de puesta, los niveles 
plasmáticos de FSH se mantienen constantes salvo un ligero incremento 12 
horas antes de la ovulación. El patrón observado para concentraciones 
plasmáticas de LH es semejante al de FSH, aunque el incremento en los 
niveles de LH es previo al de FSH (Lovell et al., 2001). El incremento en la 
concentración de LH también precede al desarrollo folicular en carbonero 
común (Parus major) (Schaper et al., 2012) alcanzando su máximo en 
coincidencia con el periodo de puesta (Silverin et al.,1997). 
 La administración de FSH en gallina induce el desarrollo de folículos 
LWF y SYF (Palmer y Bahr, 1992), y la administración de extractos 
glicoproteicos de hipófisis de pollo que contienen FSH y LH induce el 
desarrollo folicular completo en aves (Wakabayashi et al., 1992). Todos estos 
datos sugieren que, como en mamíferos, el desarrollo y maduración folicular 
son inducidos y regulados por las gonadotropinas. 
1.2.3.3. Atresia 
En vertebrados, la atresia folicular ovárica representa la muerte del 
folículo, mediada por apoptosis, en cualquiera de sus fases de desarrollo 
(Tilly et al., 1991). 
La atresia folicular en aves es un mecanismo fisiológico frecuente en 
folículos prejerárquicos, e infrecuente en folículos preovulatorios 
(jerárquicos). Consecuentemente, la jerarquía de folículos preovulatorios es 
resultado del número de folículos que entra en fase de crecimiento (≈1 mm) 
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y del porcentaje de atresia durante su desarrollo hasta 8-9 mm (momento en 
que pasan a formar parte de la jerarquía preovulatoria). El ritmo de 
crecimiento folicular en gallina ha sido estudiado en detalle a partir de los 3 
mm de diámetro: 
 De 3 a 5 mm: 3 días 
 De 5 a 8 mm: 2 días 
 De 8 mm hasta la ovulación: 6 días 
Dado este ritmo de crecimiento, y que en el ovario de gallina en ciclo de 
puesta existen alrededor de 60 folículos de diámetro comprendido entre 3 y 
8mm, resulta verosímil que, hasta su entrada en la jerarquía, los folículos 
tengan una alta probabilidad de entrar en proceso de atresia. Además, en la 
exploración del ovario, la presencia de entre 10 y 15 (máximo de 30) folículos 
atrésicos de diámetro inferior a 8 mm es la norma (Gilbert et al., 1983). 
De este modo, el número de folículos preovulatorios dependerá del 
equilibrio entre el número de folículos que entren en la fase de crecimiento y 
acumulación de vitelo (1-8 mm) y el número de folículos que entren en 
atresia durante esta fase de desarrollo. 
En gallinas de 80-90 semanas (“viejas”), en las que existe menor número 
de folículos preovulatorios y de 3-8 mm que en gallinas jóvenes, y un mayor 
número de folículos atrésicos de diámetro inferior a 8 mm, el tratamiento 
con FSH o gonadotropina coriónica equina (con actividad FSH en aves) 
aumenta el número de folículos LWF y SWF y disminuye el número de 
folículos atrésicos  (Palmer y Bahr, 1992). 
La hipofisectomía en gallinas en ciclo de puesta tiene como consecuencia 
la atresia de todos los folículos ováricos jerárquicos y prejerárquicos en un 
periodo de 24 horas. Sin embargo, el 100% de los folículos F1 sufre atresia en 
el transcurso de 18 h (Opel y Nalbandov, 1961b). Este efecto puede ser en 
parte revertido mediante la administración de adenohipófisis de pollo 
desecadas con acetona, pulverizadas y diluidas en suero fisiológico 
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(Mitchell, 1967a). Estos experimentos sugieren una relación de dependencia 
de los folículos ováricos respecto al estímulo gonadotropo. 
Sin embargo, por otro lado, la administración intravenosa de 50 μg de 
LH de origen ovino en gallina en ciclo de puesta induce la atresia del 
folículo F1 o de los folículos F1 y F2 si se administra 8,5 h tras la ovulación, 
cuando aún no poseen la madurez suficiente para ovular en respuesta a LH 
(Gilbert et al., 1981). 
En aves, los folículos preovulatorios atrésicos son fácilmente 
distinguibles por la presencia de hemorragia submesotelial en su superficie 
y por su aspecto irregular y descolorido a simple vista, mientras que, por 
ecografía, son distinguibles por su aspecto hiperecogénico (Bronneberg y 
Taverne, 2003; Navara et al., 2015; Ramasamy Manickam et al., 2014). 
1.2.3.4. Esteroidogénesis 
En hembras de aves, como en mamíferos, el ovario, en su función 
endocrina, es la principal fuente de esteroides sexuales (Huang et al., 1979; 
Huang y Nalbandov, 1979). 
En mamíferos, durante la fase folicular, los andrógenos sintetizados por 
las células de la teca son convertidos a estradiol en las células de la 
granulosa según la teoría “dos células, dos hormonas”. Las células de la teca, 
bajo el estímulo de la LH, sintetizan andrógenos que difunden a las células 
de la granulosa donde, por efecto de  la expresión de aromatasa inducida 
por FSH, son aromatizados a estradiol (Havelock et al., 2004), aunque la 
elevada expresión de receptores LHR en células de la granulosa al final de la 
fase folicular permite la síntesis y secreción de estradiol bajo estímulo LH en 
folículos dominantes (Hillier et al., 1994). 
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En aves, se ha propuesto repetidamente la existencia de un “modelo de 
tres células” para la esteroidogénesis en folículos preovulatorios. Según este 
modelo, la progesterona es sintetizada en las células de la granulosa y 
resulta convertida a testosterona en las células de la teca interna. A su vez, 
las células de la teca externa convertirán la testosterona en estradiol gracias 
al proceso de aromatización (Nitta et al., 1991b; Porter et al., 1989). 
 
 
Ilustración 8. Modelos de esteroidogénesis ovárica en mamíferos y aves. 
Según el modelo de dos células-dos hormonas en mamíferos, bajo el estímulo de 
la LH, las células de la teca sintetizan y secretan andrógenos que difunden a la 
granulosa donde, bajo el efecto de la FSH, son aromatizados a estradiol. En el 
modelo de tres células de folículos preovulatorios de aves, se sintetizaría y 
secretaría progesterona en las células de la granulosa bajo el estímulo FSH. Esta 
progesterona, difundiría a la teca interna donde sería convertida a andrógenos 
bajo el efecto LH. A su vez, los andrógenos serían convertidos a estradiol en la 
teca externa también bajo el efecto inductor de LH. 
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La principal fuente de estradiol en gallina son los folículos de pequeño 
tamaño (1-8 mm) y las células del estroma ovárico (Senior y Furr, 1975). De 
hecho, las células del estroma ovárico secretan progesterona, 
androstendiona y estradiol cuando son incubadas in vitro con LH de origen 
ovino (Levorse y Johnson, 1994). 
 Los folículos de tamaño comprendido entre 1 y 10 mm secretan 
androstendiona y estradiol en respuesta a estímulo LH in vitro (Robinson y 
Etches, 1986). Sin embargo, la estimulación de estos folículos con FSH resulta 
en nula o muy escasa secreción de androstendiona y estradiol (Robinson et 
al., 1988). 
La escasa o nula secreción de progesterona por las células de la granulosa 
de folículos inmaduros no impide la secreción de androstendiona y estradiol 
en estos folículos. Por tanto, las células de la teca no utilizarían la 
progesterona secretada por las células de la granulosa como sustrato para la 
síntesis de androstendiona y estradiol, contradiciendo el modelo “tres 
células”. Estos datos sugieren que las células de la teca serían capaces de 
realizar el proceso esteroidogénico completo (desde colesterol a estradiol) en 
los folículos inmaduros prejerárquicos, mientras el modelo “tres células” 
sería válido en folículos jerárquicos (Robinson y Etches, 1986). Esta hipótesis 
se refuerza por la expresión de CYP11 (citocromo P450scc), que convierte el 
colesterol en pregnenolona al inicio de la esteroidogénesis, en las células de 
la teca de folículos de 1 mm, de 2-4 mm y de 5-10 mm (Nitta et al., 1991a). 
En el folículo F1, las células de la granulosa alcanzan la máxima 
capacidad de síntesis y secreción de progesterona, mientras en las células de 
la teca de este folículo, la síntesis y secreción de andrógenos y estradiol 
disminuye. En células de la teca, la expresión de aromatasa (CYP19) es 
mínima en folículos F1. Dado que el estradiol inhibe la secreción de 
progesterona en las células de la granulosa, la disminución de la secreción 
de estradiol en la teca del folículo F1 podría tener un papel permisivo en las 
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células de la granulosa para la síntesis y secreción masivas de progesterona. 
Esta secreción de progesterona es necesaria para la inducción de la oleada 
preovulatoria de LH (Johnson et al., 1988; Lee y Bahr, 1990). 
En resumen, la principal fuente de estradiol en gallina son los folículos 
prejerárquicos, mientras la progesterona es secretada, fundamentalmente, 
por los folículos jerárquicos preovulatorios (Hu y Zadworny, 2017). 
1.2.3.5. Vitelogénesis 
En aves, el ovocito primario, detenido en la fase de diplotene de la 
primera división meiótica, se caracteriza por una elevada actividad 
transcripcional cuando entra en la fase de crecimiento lento. En esta fase, el 
ovocito sintetiza los componentes necesarios para el desarrollo embrionario 
inicial (ribosomas, ARNt, orgánulos citoplásmicos, etc.) (Schneider, 2016). 
Durante la fase de crecimiento rápido (6-7 días), el ovocito incorpora 
vitelo masivamente. El vitelo está compuesto fundamentalmente por agua 
(48%), lípidos (33%) y proteínas (17%) (Lilienthal et al., 2015). 
El 30% de la masa de vitelo es incorporado como partículas lipoproteicas 
de  vitelogenina (VTG) y lipoproteína de muy baja densidad (VLDL). Tanto 
VTG como VLDL son sintetizadas en el hígado y su expresión es inducida 
por estradiol (Bujo et al., 1994; Deeley et al., 1977; Ratna et al., 2016). 
La incorporación al ovocito de VTG y VLDL está mediada por un único 
receptor de membrana que facilita el proceso de endocitosis de estas 
lipoproteínas. Este receptor, homólogo a los receptores de VLDL (VLDLR) 
en mamíferos, recibe la denominación de LR8 en aves. De este modo, VTG y 




VTG es hidrolizada en el ovocito, resultando de esta hidrólisis 
(fundamentalmente) dos proteínas: fosvitina y lipovitelina (Richards, 1997; 
Stifani et al., 1990). Estas proteínas resultantes, junto a VLDL, son 
almacenadas en glóbulos o microesferas rodeadas de membrana 
fosfolipídica en el vitelo (Parshad et al.,2008). 
1.2.3.6. Ovulación 
La ovulación del folículo maduro F1 es inducida por la oleada 
preovulatoria de LH liberada por la adenohipófisis. Durante la ovulación, la 
ruptura de la pared folicular a lo largo del estigma se produce por la 
activación de proteasas que reducen la resistencia de la pared folicular, por 
el incremento de la presión intrafolicular debido al incremento de flujo 
sanguíneo en el folículo, y por la contracción de las células del músculo liso 
de la pared folicular. A nivel celular, el inicio de la rotura de la vesícula 
germinal coincide con el pico de LH, mientras que la extrusión del primer 
corpúsculo polar se completa entre 1 y 2,5 h previas a la ovulación (Johnson 
y Woods, 2007). 
En gallina en ciclo de puesta, la concentración plasmática de LH 
experimenta un incremento en las 4-7 horas previas a la ovulación. Este 
incremento en los niveles de LH es acompañado por una elevación paralela 
de la concentración de progesterona plasmática. El incremento en la 
concentración de progesterona plasmática ejerce un efecto de 
retroalimentación positiva sobre la liberación de LH que, a su vez, induce la 
liberación de progesterona y así sucesivamente hasta el pico de máxima 
concentración de LH. La ovulación se produce habitualmente una hora tras 
la oviposición, por lo que las oleadas de LH y progesterona suceden en las 3-
6 horas previas a la puesta (Etches y Cunningham, 1976; P. A. Johnson et al., 
1985; Ottinger y Bakst, 1995). 
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La administración de GnRH-I o de progesterona en codorniz en ciclo de 
puesta, induce la ovulación prematura del folículo F1. Estos resultados 
sugieren que el incremento de progesterona induciría la liberación 
hipotalámica de GnRH-I y este, a su vez, la de LH. Por tanto, la 
retroalimentación positiva entre progesterona y LH pudiera estar mediada 
por GnRH-I (Onagbesan y Peddie, 1988). 
Este sistema de retroalimentación positiva sería homólogo al observado 
en mamíferos, en que el estradiol induce la secreción de la oleada 
preovulatoria de LH (Dafopoulos et al., 2006; Kesner et al., 1981; Schwartz, 
1969). 
 
Ilustración 9. Imagen ilustrativa de los mecanismos reguladores de la oleada de 
LH y ovulación en mamíferos y aves. 
En mamíferos, el incremento en las concentraciones plasmáticas de estradiol 
secretado por los folículos dominantes desencadena la liberación de GnRH 
hipotalámica que induce la liberación de LH. En aves, es la progesterona 
liberada por el Folículo F1 la que desencadena la secreción de GnRH y LH. 
Además, los niveles de testosterona plasmática también experimentan un 
incremento en las 8-10 horas previas a la ovulación. La inmunización activa 
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o pasiva frente a testosterona bloquea el ciclo ovulatorio sin producir 
disrupción de la jerarquía folicular. En ensayos in vitro, la testosterona 
induce la expresión de StAR, P450scc (CYP11), LHR y la secreción de 
progesterona en respuesta a LH en células de la granulosa de folículos F1. 
Todos estos datos sugieren un papel fundamental del incremento de la 
testosterona plasmática que facilitaría el mecanismo preovulatorio de 
retroalimentación positiva entre progesterona y LH (Croze y Etches, 1980; 
Rangel et al., 2005; Rangel et al., 2009). 
La función del folículo postovulatorio en aves no está claramente 
definida. Sin embargo, su exéresis quirúrgica tras la ovulación se asocia a un 
retraso en la puesta del huevo correspondiente a la ovulación de este folículo 
(K. Tanaka y Nakada, 1974). 
1.2.4. Formación del huevo y oviposición 
 Oviducto 1.2.4.1.1.
El oviducto en aves es una estructura muscular tubular cuya cavidad está 
revestida por epitelio glandular. 
Anatómica y funcionalmente pueden diferenciarse cinco regiones bien 
diferenciadas: infundíbulo, magnum, istmo, útero (o glándula cascarógena) 
y vagina (Kawashima et al., 1996). 
En función del estado reproductivo, el oviducto experimenta drásticos 
cambios de tamaño y peso. En gallina sexualmente inmadura, el peso del 
magnum es de alrededor de 10 mg, mientras en ciclo reproductivo alcanza 
los 40 g. 
En etapa reproductiva, las funciones del oviducto son: 
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 Tras la ovulación, captación del óvulo en el infundíbulo, 
donde tiene lugar la fecundación. Tras la llegada del óvulo al 
interior del infundíbulo, la mucosa infundibular secreta una 
capa proteica denominada membrana perivitelina externa que 
rodea al óvulo o al cigoto. 
 Adición del albumen (clara) alrededor del óvulo fertilizado en 
el magnum. 
 Formación de las membranas de la cáscara en el istmo. 
 Formación de la cáscara en la glándula cascarógena (útero). 
 Almacenamiento de espermatozoides en la unión útero-
vaginal. 
El desarrollo oviductal durante el periodo reproductivo depende 
fundamentalmente de la actividad de hormonas sexuales esteroideas, y en 
especial de la exposición de este órgano a estrógenos. Bajo el efecto del 
estradiol, el epitelio oviductal se transforma en epitelio tubular glandular. 
Este epitelio glandular sintetiza y secreta la mayoría de las proteínas del 
albumen (ovoalbúmina, ovotransferrina, ovomucoide, avidina, etc.) a través 
de la transcripción inducida por actividad estrogénica mediada por el 
receptor ERα (Dougherty y Sanders, 2005; Kawashima et al., 1996; Oka y 
Schimke, 1969). 
La administración de estradiol en gallinas induce la expresión de 
ovoalbúmina en el transcurso de 18 horas (Palmiter y Wrenn, 1971). La 
lisozima, otra proteína característica del albumen y a la que se atribuye 
actividad antimicrobiana por su capacidad para hidrolizar peptidoglicanos 
de la pared de bacterias gram positivas, también es expresada y secretada 
por la acción de los estrógenos sobre las células de las glándulas oviductales 
del magnum (Callewaert y Michiels, 2010; Oka y Schimke, 1969). 
El paso del óvulo por el magnum y la secreción del albumen asociada, 
tienen una duración aproximada de tres horas en gallina (Moynihan y 
Edwards, 1975). Durante este periodo, la periferia de esta estructura 
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(albumen) rota sobre sobre su eje central. Sin embargo, la yema 
(óvulo/cigoto) permanece estático. Como resultado, fibras proteicas del 
albumen situadas en el eje longitudinal del huevo sufren enrollamiento 
dando lugar a las chalazas, una estructura gelatinosa de aspecto helicoidal 
que sujeta al óvulo en posición central (Rahman et al., 2007). 
En el istmo se formarán las membranas de la cáscara. Ambas están 
compuestas por un entramado de fibras glicoproteicas y se hallan 
íntimamente unidas salvo en el polo obtuso del huevo, donde ambas se 
separan permitiendo la formación de la cámara de aire. En el útero o 
glándula cascarógena se produce el depósito por precipitación de sales de 
calcio en forma de calcita (CaCO3) sobre proteoglicanos y otras 
glicoproteínas. Este proceso tiene una duración aproximada de 20 horas en 
gallina (Nys et al., 2004). 
 Oviposición 1.2.4.1.2.
Tras su calcificación, la puesta del huevo es llevada a cabo por la 
contracción de la musculatura lisa oviductal inducida por arginina 
vasotocina (AVT). AVT es un péptido ortólogo de arginina vasopresina 
(AVP) de mamíferos y secretada por la neurohipófisis en aves. Sus niveles 
plasmáticos sufren un drástico incremento inmediatamente antes de la 
oviposición, y su administración parenteral induce la misma. La mesotocina 
(homóloga a oxitocina en mamíferos), y también liberada por la 
neurohipófisis en aves, incrementa la sensibilidad de la musculatura 
oviductal a AVP (Koike et al., 1988; Takahashi y Kawashima, 2008). 
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1.2.5. Fecundación 
Las aves poseen la propiedad de almacenar espermatozoides con 
capacidad fecundante durante semanas e incluso meses. El lugar de 
almacenamiento de esperma en aves se encuentra en la unión útero-vaginal, 
donde existen invaginaciones del epitelio glandular especializadas en esta 
función. Estas estructuras se denominan túbulos o glándulas de 
almacenamiento de esperma (SST por sus siglas en inglés). En estos 
especializados túbulos, los espermatozoides pueden sobrevivir, con 
capacidad fecundante, durante 2-15 semanas en función de la especie 
(Stepinska y Bakst, 2007). 
Los espermatozoides así almacenados, abandonan estos túbulos 
secuencialmente para ascender por el oviducto hasta el infundíbulo. La 
liberación de espermatozoides desde los túbulos es inducida por 
progesterona. Dado que los incrementos en la concentración de 
progesterona plasmática son cíclicos cada 24-26 h y previos (4-6 horas) a la 
ovulación, los espermatozoides que abandonen los túbulos poseerán un 
“tiempo de gracia” de alrededor de cinco horas para alcanzar el infundíbulo 
sin el obstáculo de un huevo descendente en el oviducto, ya que la ovulación 
se produce una hora tras la oviposición (en gallina) (Sasanami et al., 2013). 
En aves, la fertilización del óvulo se produce en los  15 minutos 
posteriores a la ovulación. El lugar de fertilización es el infundíbulo 
oviductal. En esta región del oviducto se forma la membrana perivitelina 
externa (proteica). Dado que esta membrana es impermeable al paso de 
espermatozoides y que se forma en el plazo de minutos tras la llegada del 
óvulo al infundíbulo, los espermatozoides localizados en este deberán 
fertilizar el óvulo antes de la completa formación de esta membrana 
(Stepinska y Bakst, 2007). 
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En mamíferos, los espermatozoides deben adquirir la capacidad 
fecundante mediante determinados cambios en su fisiología adquiridos en 
su paso por el tracto genital femenino. Estos cambios, entre los que se 
encuentra la capacidad de reacción acrosómica reciben el nombre de 
capacitación (Kopf et al., 1999; Puga Molina et al., 2018; Tulsiani et al., 1998). 
Sin embargo, en aves, se considera que no existe un fenómeno específico 
de capacitación. La fertilización in vitro mediante la adición de esperma 
fresco sobre la vesícula germinal provoca la fecundación y desarrollo 
embrionario en gallina y codorniz (Nakanishi et al., 1990; Olszanska et al., 
2002). Además, la inseminación artificial en gallinas en los quince minutos 
posteriores a la oviposición fertiliza el huevo puesto 25 horas más tarde. 
Dado que la ovulación se produce alrededor de una hora tras la puesta, estos 
espermatozoides cuentan con escasos minutos (≈30-45) para atravesar el 
oviducto y encontrarse en el infundíbulo en condiciones fecundantes (Bobr 
et al.,1964).  
Otra importante característica biológica de la fertilización en aves es la 
fecundación polispérmica. En gallina, el máximo porcentaje de huevos 
fertilizados se da cuando seis o más espermatozoides penetran en el disco 
geminal (Wishart, 1997). La inyección intracitoplasmática en el disco 
germinal de un único espermatozoide resulta en fertilización en codorniz, 
pero el desarrollo embrionario no progresa más allá de estadios iniciales. Sin 
embargo, la inyección de un único espermatozoide acompañada de 
pequeñas cantidades de extracto espermático (2 ng) que contiene fosfolipasa 
C (PLCZ), aconitato hidratasa y citrato sintasa, induce desarrollo 
embrionario normal. Según estos estudios, el número de espermatozoides 
necesarios para la activación del óvulo aviar y el posterior desarrollo 
embrionario es próximo a veinte (aunque no todos penetrarán en el disco 
germinal) (Mizushima et al., 2014). 
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En el momento de la oviposición, y en función de la especie, el disco 
germinal se ha transformado en una estructura embrionaria multicelular con 
20.000-60.000 células (Jacob y Bakst, 2007a). 
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 ANTECEDENTES EN INDUCCIÓN DEL 1.3.
DESARROLLO FOLICULAR OVÁRICO Y 
OVULACIÓN EN AVES MEDIANTE 
GONADOTROPINAS 
En 1942, Fraps & Riley aportaron la primera evidencia científica sobre 
inducción de la ovulación mediante un preparado hormonal en gallinas. Los 
efectos de la administración diaria de gonadotropina coriónica equina (eCG) 
en gallinas en ciclo de puesta (marcado crecimiento folicular y cese de la 
ovulación alrededor del 4º día de tratamiento) eran conocidos desde 1935. 
En este experimento, se trató a las gallinas con 200 UI de eCG y, a partir del 
6º día, se administró por vía intravenosa una preparación de LH obtenida 
por fraccionamiento de hipófisis de caballo que indujo la inducción de la 
ovulación mediante LH de origen equino en las gallinas tratadas con eCG 
(Fraps y Riley, 1942). 
Posteriormente, Das y Nalbandov utilizaron gonadotropinas de origen 
ovino y polvo de adenohipófisis de pollo para su administración en gallinas 
prepuberales. Las gonadotropinas de origen ovino no indujeron desarrollo 
folicular, mientras que el polvo hipofisario de origen aviar sí lo indujo, 
aunque no se consiguió la maduración folicular completa (Das y Nalbandov, 
1955). 
Dos años después, en 1957, Taber et al. publicaron los resultados 
obtenidos tras administración de polvo hipofisario de pollo en gallinas 
durante sus primeros días tras la eclosión (1-35 y 1-90 días). En los animales 
tratados diariamente durante los días 1-35, no se observó desarrollo folicular 
significativo, pero sí en los tratados durante los días 1-90. Dado que el 
tratamiento no consiguió desarrollo folicular en los días 1-35, otros dos 
grupos experimentales recibieron polvo hipofisario durante los días 30-65 y 
60-150. En estos dos últimos grupos también se produjo desarrollo folicular 
EFECTO BIOLÓGICO DE LA FSH RECOMBINANTE DE CODORNIZ COMÚN EN LA INDUCCIÓN DEL CICLO OVÁRICO EN AVES 
72 
y el número de folículos de diámetro 2-17 mm y ≥ 17 mm fue superior a los 
de los grupos control. Tanto en el grupo tratado durante los días 60-150 
como en su respectivo control, se registraron dos oviposiciones en cada uno 
(Taber et al., 1958). 
En 1961, Opel y Nalbandov publicaron los resultados tras la 
administración de FSH de mamífero (no especificado), eCG y polvo 
hipofisario de pollo (CAP) para inducir el crecimiento folicular en gallinas 
hipofisectomizadas en ciclo de puesta. FSH y eCG indujeron un desarrollo 
excesivo de folículos de pequeño tamaño, con degeneración atrésica de los 
mismos en el 8º día. CAP indujo el desarrollo folicular completo a dosis de 4 
mg/día. Además, durante los días 7º y 8 º del experimento, la 
administración intravenosa de LH (2 mg) o CAP (0,5 mg), fue capaz de 
inducir la ovulación en las gallinas tratadas diariamente con CAP. Por tanto, 
el tratamiento con CAP fue capaz de inducir el desarrollo folicular durante 8 
días hasta su maduración total (Opel y Nalbandov, 1961a). 
También en 1961, Opel y Nalbandov describen la capacidad de inducción 
de la ovulación mediante la administración de LH en gallinas 
hipofisectomizadas durante su ciclo de puesta. La hipofisectomía se realizó 
18 horas previas a la siguiente ovulación prevista. La administración de LH 
(4 mg, origen no especificado) durante las primeras 6 horas tras la 
hipofisectomía indujo la ovulación en todos los individuos. Además, entre 
las 3 y 15 horas posthipofisectomía, la administración de LH indujo 
ovulaciones múltiples en aproximadamente la mitad delas gallinas tratadas. 
Los autores mencionan además que, en trabajos realizados previamente, la 
administración conjunta de LH y FSH inhibe la actividad ovulatoria de LH 
aislada en gallina hipofisectomizada. De este modo, se sugiere que el 
descenso de concentración de FSH plasmática en las horas siguientes a la 
hipofisectomía sensibilizaría a los folículos (incluso no destinados a ovular 
en función de su inmadurez) al efecto ovulatorio de la LH (Opel y  
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Nalbandov, 1961). Estos resultados podrían ser contradictorios con los 
obtenidos en trabajos de los mismos autores que utilizan polvo 
adenohipofisario de pollo (que presumiblemente contiene FSH y LH) como 
inductor de la ovulación (Opel y Nalbandov, 1961a). Sin embargo, la 
diferencia en actividad FSH entre el CAP y la FSH utilizados, podría explicar 
este fenómeno. 
En 1967, Margaret E. Mitchell publicó un interesante trabajo en el que, a 
diferencia de los previos, la administración del tratamiento gonadotropo se 
inició  en gallinas con ovarios en estado de total regresión 14 días tras la 
hipofisectomía. El tratamiento se administró en forma de polvo de 
adenohipófisis de pollo obtenido tras deshidratación de las mismas con 
acetona y pulverización. La administración del equivalente a 40 
adenohipófisis diarias (50 mg) durante 12 días dio como resultado un 
desarrollo folicular semejante al fisiológico en la mitad de los individuos 
tratados, aunque se comprobó una tendencia a la hiperestimulación ovárica 
(mayor número de folículos jerárquicos que en condiciones fisiológicas). 
Además, uno de los individuos tratados puso un huevo normal el día 
anterior a la necropsia y, en esta, se encontraron folículos postovulatorios en 
tres individuos (Mitchell, 1967a). Es importante señalar que, en este mismo 
experimento, las dosis de 10 y 20 mg de polvo de adenohipófisis no 
indujeron el desarrollo folicular completo. Las dosis eficaces en este 
tratamiento fueron superiores (50 mg/día) a las utilizadas por Opel  y 
Nalbandov (4 mg) aunque estos últimos autores comenzaron el tratamiento 
inmediatamente tras la hipofisectomía (Opel y Nalbandov, 1961a). 
En el mismo año (1967), Mitchell publicó los resultados obtenidos tras la 
administración de extracto glicoproteico hipofisario en gallinas maduras en 
estado de regresión ovárica tras hipofisectomía o tratamiento con 
metaliburo, un inhibidor no esteroideo de la función gonadotropa 
hipofisaria mediante la inhibición de la liberación de GnRH (Kesner et al., 
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1987). La administración de 2 mg /día (resultante de la extracción de 
alrededor de 50 adenohipófisis) de este extracto durante 12-14 días, obtuvo 
efectos similares a los del experimento anterior en gallinas 
hipofisectomizadas. En la necropsia, se puso de manifiesto una tendencia a 
la hiperestimulación ovárica de folículos prejerárquicos y jerárquicos de 
tamaño inferior al F1. Los resultados de este experimento indican que la 
gran mayoría de la actividad gonadotropa de la adenohipófisis se conserva 
en este extracto glicoproteico (Mitchell, 1967b). 
En 1970, la misma autora administró una fracción del extracto 
glicoproteico con presencia predominante de FSH y escasa presencia LH. 
Esta fracción, obtenida por cromatografía de intercambio iónico y 
denominada CM-1, se administró a gallinas maduras hipofisectomizadas 
tanto inmediatamente tras la hipofisectomía como tras la regresión ovárica 
inducida por la misma. En el caso de la administración inmediata tras 
hipofisectomía, CM-1 retrasó los fenómenos de regresión ovárica. En el caso 
de ovarios regresados, CM-1 apenas indujo desarrollo folicular y, tras su 
administración durante 11 y 14 días, no se encontraron en la necropsia 
folículos ováricos de diámetro superior a 5 mm (Mitchell, 1970). 
En 1972 y 1973, Imai publicó resultados de experimentos semejantes a los 
obtenidos previamente por Mitchell. De nuevo, el polvo obtenido de 
adenohipófisis desecadas de pollo, el extracto glicoproteico de este polvo, y 
fracciones obtenidas mediante cromatografía de intercambio iónico a partir 
del extracto, se utilizaron para valorar su efecto en la inducción del 
desarrollo folicular tras regresión ovárica inducida por metaliburo o 
mediante ayuno de 3-5 días. La acción de estos preparados se comparó con 
la de gonadotropinas de mamíferos: FSH y LH de origen ovino y polvo 
hipofisario bovino. En el caso de los animales tratados con metaliburo, los 
preparados hormonales de aves indujeron el desarrollo folicular, aunque 
estos animales presentaron tendencia a la hiperestimulación, con 
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abundantes folículos amarillos de más de 9 mm de diámetro en los grupos 
tratados con dosis más altas. En los animales tratados con dosis inferiores, el 
desarrollo ovárico fue escaso, mientras que los tratamientos con hormonas 
de origen bovino u ovino no indujeron el desarrollo de folículos de más de 9 
mm. En los animales tratados con los preparados hormonales de pollo, la 
concentración de vitelogenina plasmática sufrió un incremento a partir del 
tercer día de tratamiento, pero no en los individuos tratados con 
gonadotropinas de mamífero. En los grupos sometidos a ayuno los 
resultados fueron semejantes (Imai, 1972). 
En el trabajo publicado en 1973, Imai presentó los resultados de la 
administración de polvo de tejido adenohipofisario de pollo (CAP), como 
agente inductor de la ovulación en gallina en ciclo de puesta pretratada con 
75 UI eCG/24 h. Con esta dosificación de eCG, la puesta en gallina cesa 
habitualmente entre 4-8 días tras la primera dosis. En experimentos previos, 
en la necropsia tras 3 días del cese de la puesta se observó la presencia de 4-7 
folículos preovulatorios de gran tamaño sin signos de atresia. La 
administración de CAP indujo 3,7 ± 0,7 ovulaciones por individuo en los 
grupos que recibieron dosis de 10-20 mg. Estos resultaron pusieron de 
manifiesto la capacidad de CAP para inducir la ovulación de folículos 
ováricos maduros en gallina (Imai, 1973). 
Palmer y Bahr (1992), administraron FSH porcina y eCG en gallinas de 
más de 80 semanas (“viejas”). En este tipo de animales, el número de huevos 
puestos por secuencia es inferior al de gallinas más jóvenes. Este hecho se 
atribuye a un menor número de folículos en la jerarquía: 5-7 en gallinas 
jóvenes frente a 4 en gallinas de más de 80 semanas de edad. Otro cambio 
observado en gallinas de más de 80 semanas es el menor número de 
folículos de diámetro ≥ 3 mm y un mayor número de folículos atrésicos de 3-
8 mm de diámetro. Dado que la jerarquía folicular se forma a partir de estos 
folículos de menor tamaño (6-9 mm), la causa de esta disminución del 
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número de folículos jerárquicos podría deberse tanto a la menor 
proliferación de folículos menores como a una mayor incidencia de atresia 
en los mismos. La administración de FSH porcina a estos animales resultó en 
un incremento de progesterona y estradiol plasmáticos, un incremento en el 
número de folículos LWF y SYF, y una menor incidencia de atresia en los 
mismos sin disrupción de la jerarquía folicular. eCG también indujo cambios 
semejantes a FSH, aunque sí produjo disrupción de la jerarquía folicular 
(Palmer y Bahr, 1992). 
También en 1992, Wakabayashi et al. publicaron los resultados de un 
trabajo experimental en inducción del desarrollo folicular ovárico y 
ovulación en codorniz japonesa mediante extracto glicoproteico de 
adenohipófisis de pollo. En este caso, los individuos tratados fueron 
codornices prepuberales de 6 semanas de edad y mantenidas en condiciones 
de fotoperiodo corto de 8 horas diarias de luz y 16 de oscuridad (8L: 16O). 
En estas condiciones, los individuos del grupo control mantienen su ovario 
en total inactividad. El tratamiento se administró en forma de extracto 
glicoproteico de adenohipófisis de pollo mediante bombas osmóticas 
subcutáneas de liberación continua durante 14 días. Entre las dosis 
empleadas, la de 12 μg de extracto por hora indujo desarrollo hasta la 
madurez folicular. La administración de inyecciones intramusculares de 500 
μg de extracto en los días 12 o 14 tras la implantación de las bombas indujo 
la ovulación en 5 de las 14 hembras tratadas, y tres de las mismas pusieron 
huevos. La dosis administrada de FSH y LH administrada en infusión 
continua y calculada por radioinmunoensayo fue estimada en 0,12 y 0,86 
μg/h respectivamente (Wakabayashi et al., 1992). 
El desarrollo folicular inducido mediante administración de eCG en 
codornices prepúberes también ha sido descrito. La administración de 
diferentes dosis y protocolos ha dado como resultado el desarrollo ovárico 
hasta la madurez folicular y puesta de huevos. Sin embargo, la variabilidad 
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individual en la respuesta al tratamiento, la tendencia al desarrollo de un 
número suprafisiológico de folículos preovulatorios y el bajo porcentaje de 
individuos (máximo del 25%) tratados que ponen huevos, sugieren la 
conveniencia de ulteriores trabajos de investigación para la mejora de 
protocolos destinados a la inducción del ciclo reproductivo en hembras de 
aves (Bennett, 2002). 
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 GONADOTROPINAS RECOMBINANTES 1.4.
La utilización de gonadotropinas recombinantes en la inducción de la 
maduración folicular se ha generalizado durante los últimos veinticinco 
años en la aplicación de métodos de reproducción asistida en humanos 
(Devroey et al., 1992). 
La producción de FSH recombinante para su uso en reproducción 
asistida en humanos se basa en la expresión de esta hormona en cultivos 
celulares de células de ovario de hámster chino (CHO). La expresión en este 
sistema está condicionada por las características moleculares propias de las 
gonadotropinas y las modificaciones postraduccionales que deben tener 
lugar en las cadenas aminoacídicas de la FSH necesarias para la obtención de 
un perfil farmacocinético y farmacodinámico eficaz (Carillo et al., 2017). 
La correcta glicosilación de las gonadotropinas es fundamental para la 
unión de sus monómeros y la formación del dímero α-β (Ren, Sairam, & 
Yarney, 1995). Además, la glicosilación de las subunidades α y β es 
determinante en la capacidad de unión de esta hormona a su receptor y a la 
activación del mismo (Calvo et al., 1986; Flack et al., 1994; Galway et al., 
1990). 
Por otra parte, la glicosilación de las subunidades de la FSH determina 
su vida media plasmática. Esta hormona presenta un número variable de 
potenciales sitios de N-glicosilación (Asparragina-X-Serina/Treonina) en 
diferentes especies. Las N-glicosilaciones se caracterizan por la unión de una 
molécula de N-acetil glucosamina (GlcNac) al grupo amida del aminoácido 
asparragina. El oligosacárido resultante de esta glicosilación puede terminar 
(“capping”) tanto en una molécula de ácido siálico unida a residuo galactosa 




En los oligosacáridos ligados a la FSH secretada por la adenohipófisis en 
humanos son más abundantes las terminaciones con residuos de ácido 
siálico que los de SO3-GalNac. Esta circunstancia determina la vida media de 
la hormona, ya que el incremento del número de residuos ácido siálico en 
FSH determina una mayor vida media plasmática que la de las moléculas 
con mayor número de SO3-GalNac (Wide et al., 2009). Este fenómeno es 
atribuido a la existencia de un receptor para SO3-GalNac localizado en el 
endotelio de los capilares hepáticos y las células de Kupffer que internaliza 
el ligando y lleva a cabo el aclaramiento plasmático del mismo (Fiete et 
al.,1991). Las células CHO, realizan eficazmente la sialización terminal de los 
oligosacáridos de FSH (D'Antonio et al., 1999). 
La necesidad de modificaciones postraduccionales en la molécula de FSH 
que la doten de las características farmacocinéticas y la actividad biológica 
para su aplicación in vivo hacen imprescindible la utilización de un sistema 
de expresión de proteínas en células de mamífero. La expresión en sistemas 
procariotas (E. coli) ha sido descartada por su incapacidad para llevar a cabo 
la glicosilación de esta hormona (Brooks, 2004; Costa et al., 2014; 
Dingermann, 2008). La expresión en hongos como Pichia pastoris presenta el 
inconveniente de un patrón de glicosilación con predominancia de manosa, 
la ausencia de ácido siálico en estas moléculas y, por tanto, la posibilidad de 
inducción de respuesta inmune además de una vida media corta (Lam et al., 
2007; Luong et al., 2007). En cultivos celulares de insecto con células de 
Spodoptera frugiperda (Sf21), la sialización de los oligosacáridos es muy 
escasa, de lo que se deduce una vida media corta para su utilización in vivo 
en vertebrados (Marchal et al., 2001). 
La obtención de FSH recombinante con bioactividad in vivo a partir de su 
expresión en CHO ha resultado un método eficaz para la utilización de esta 
hormona en la inducción del ciclo ovárico en humanos (Smitz et al., 2016; 
Walsh y Jefferis, 2006), en bovinos (Carvalho et al., 2014) y equinos (Meyers-
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Brown et al., 2011). La FSH producida en este sistema de expresión también 
ha manifestado su actividad in vivo en la inducción de la espermatogénesis 
en peces teleósteos como el lenguado de Senegal (Solea senegalensis) 
(Chauvigne et al., 2018), anguila europea (Anguilla anguilla) (Penaranda et al., 
2018) y en lubina (Mazón et al., 2014). Las células CHO han sido utilizadas 
tanto para la producción de FSH y LH como de otras glicoproteínas 
recombinantes con finalidad terapéutica por su capacidad de cultivo en 
suspensión a altas concentraciones en medio libre se suero, y por su eficacia 
en la realización de los procesos de modificación postraduccional propias de 
vertebrados (Costa et al., 2014). 
La producción de FSH recombinante bioactiva también se ha llevado a 
cabo mediante la expresión de esta hormona en forma de cadena única. En 
este caso, las subunidades α y β se encuentran unidas entre sí de modo 
covalente. Esta unión puede realizarse mediante construcciones de ADNc en 
las que el extremo amino terminal de la subunidad α (proteína madura) está 
unido directamente al carboxilo terminal de la subunidad β dando un 
monómero con la estructura NH2-β-α-COOH (β-α), o mediante la adición de 
una secuencia de unión (linker) entre ambas subunidades (β-linker-
α)(Sugahara et al., 1996). 
La secuencia aminoacídica de la subunidad β de la gonadotropina 
coriónica humana (HCG, secretada por tejido trofoblástico y placentario 
embrionarios) tiene un elevado porcentaje de identidad con la subunidad β 
de la LH hipofisaria humana (85%) en los primeros 114 aminoácidos. Sin 
embargo, la subunidad β de la HCG contiene una extensión de 31 
aminoácidos en su extremo carboxilo terminal ausente en la subunidad β de 
la LH. Este péptido carboxilo terminal (CTP) contiene cuatro glicosilaciones 
unidas a residuos serina (O-glicosilaciones) que confieren a la HCG una vida 
media superior a la de la LH y otras hormonas glicoproteicas (Garcia-
Campayo et al., 2002; Yoshimura y Hershman, 1995). 
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La utilización de la secuencia de los 28 aminoácidos del CTP como 
molécula de unión entre las subunidades β y α de la FSH y su expresión en 
CHO proporciona un mayor rendimiento en la expresión de esta molécula y 
una vida media superior mientras su actividad biológica está conservada in 
vitro (Klein et al., 2003; Sugahara et al., 1996; Sugahara et al., 1996) e in vivo 
(Klein et al., 2002). 
Actualmente, existe un preparado comercial de FSH de larga acción 
(ELONVA ®/MSD) con la estructura anteriormente descrita (β-CTP-α) que 
se utiliza regularmente en terapia de reproducción asistida para la inducción 
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 INTRODUCCIÓN 2.1.
La reproducción ex situ es una de las medidas reconocidas por la 
comunidad científica y conservacionista para la preservación de especies 
amenazadas y su reintroducción en el medio natural. Sin embargo, la 
reproducción en cautividad de estas especies fracasa con frecuencia debido a 
la ausencia de estímulos ambientales y al estrés, ambos factores asociados a 
la vida en cautividad. La presencia de estos factores impide el desarrollo de 
los ciclos reproductivos fisiológicos en condiciones naturales y, por tanto, la 
obtención de progenie a partir de individuos valiosos desde el punto de 
vista ecológico y de la diversidad genética de la especie. 
La aplicación de métodos de inducción del ciclo reproductivo, tal como 
se practica en seres humanos o en diferentes especies de mamíferos podría 
resolver parte de los problemas que se dan en la reproducción ex situ de 
especies aviares amenazadas. 
Por otra parte, la aportación de conocimiento a la fisiología reproductiva 
de las aves, y, concretamente, a los mecanismos hormonales que controlan 
estos procesos, sería relevante para la mejor comprensión de los ciclos 
reproductivos en la naturaleza y para la aplicación de dicho conocimiento a 
la producción industrial de aves y huevos para consumo humano. 
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 HIPÓTESIS 2.2.
La reproducción en aves está sometida a la presencia de determinados 
estímulos ambientales que, al actuar sobre individuos en estado de madurez 
y condiciones somáticas suficientes, desencadenan respuestas hormonales 
que, a su vez, inducen la maduración de gametos y la fecundación. 
Las hormonas gonadotropas hipofisarias, FSH y LH, son efectores de este 
proceso y su administración ha sido eficaz en la inducción de ciclos 
reproductivos tanto en seres humanos como en diferentes especies animales. 
En el caso de las aves, los intentos realizados para inducir su ciclo 
reproductivo se han visto dificultados por la ausencia de preparados 
hormonales puros y específicos, y los escasos intentos desarrollados han 
estado basados en la administración de extractos crudos de adenohipófisis 
de pollo o de gonadotropinas de mamíferos. 
  En la actualidad, las técnicas de ingeniería genética permiten la 
producción de gonadotropinas recombinantes específicas, y su uso en la 
inducción de ciclos reproductivos en humanos está ampliamente extendido. 
Además, la producción de gonadotropinas recombinantes de otras especies 
ha sido llevada a cabo. 
Por tanto, dada la similitud en la estructura bioquímica entre las 
gonadotropinas de vertebrados, resulta verosímil la posibilidad de 
obtención de FSH recombinante específica de especies aviares. 
Tras su obtención, la administración de esta hormona podría (sola o en 
combinación con otras hormonas) inducir el desarrollo folicular ovárico en 
aves y aportar conocimiento a la fisiología reproductiva en estas especies.  
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 OBJETIVOS 2.3.
Los objetivos del presente trabajo de investigación  fueron los siguientes: 
 
1. Producción de FSH recombinante de codorniz con actividad 
biológica in vitro e in vivo. 
2. Evaluación de la actividad y especificidad de acción de FSH 
recombinante de codorniz in vitro. 
3. Determinación de la actividad biológica de FSH recombinante de 
codorniz in vivo. 
4. Inducción del ciclo ovárico en codorniz y paloma mediante 
administración de FSH recombinante de codorniz. 
5. Obtención de progenie en una especie aviar mediante la 
inducción del ciclo ovárico con FSH recombinante, fecundación 









Los protocolos y el cuidado de los animales utilizados en nuestros 
trabajos de experimentación se realizaron según las especificaciones del Real 
Decreto 21/10/2005, sobre “Protección de los animales utilizados para 
experimentación y otros fines científicos”. 
3.1.1.1. Gallinas (Gallus gallus domesticus) 
Se obtuvieron gallinas de raza ponedora en ciclo de puesta en granja 
industrial y se alojaron en jaulas individuales de 67 cm de frente, 70,5 cm de 
fondo y 50 cm de altura. Se proporcionó alimento y agua ad libitum, con 
fotoperiodo natural y temperatura ambiente (8-28ºC). 
3.1.1.2. Codorniz común (Coturnix coturnix)  
La elección de esta especie para los ensayos in vivo estuvo basada en su 
fácil mantenimiento en condiciones experimentales, en el conocimiento de la 
fisiología de su ciclo ovárico (Ramasamy et al., 2014), y la experiencia en la 
inducción de la maduración ovárica en codorniz japonesa llevada cabo por 
otros grupos (Wakabayashi et al., 1992; Bennett, 2002). 
Se obtuvieron en granja industrial sesenta ejemplares de la especie 
Coturnix coturnix de ambos sexos y fueron alojados en cestas para codornices 
(Copele), de 100 cm de frente, 47 cm de fondo y 22 cm de altura (cuatro 
jaulas por cesta). Las cestas se dispusieron en batería (vertical). Cada jaula 
alojó a cuatro hembras y un macho, con disponibilidad de alimento y agua 
ad libitum con fotoperiodo natural y temperatura ambiente (8 - 28ºC). 
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Los huevos puestos espontáneamente por estos ejemplares fueron 
incubados artificialmente en incubadora R-Com 20 (Rcom CMPNY, Canadá) 
a 37,7 ºC con 50% de humedad relativa los primeros 14 días y 70 % los tres 
días siguientes. El volteo automático cada 4 horas se mantuvo hasta el día 
once de incubación. Las eclosiones se produjeron habitualmente el día 16 o 
17 de incubación. 
Tras la eclosión, los pollos fueron mantenidos en suelo con serrín, 
bombilla infrarroja de 100 W (Philips) como fuente de calor, y alimento y 
agua ad libitum. Cuatro semanas tras la eclosión, las hembras fueron 
instaladas en las jaulas definitivas (cuatro individuos hembra por jaula), con 
fotoperiodo de 8 horas de luz y 16 de oscuridad (8L:16D) a temperatura 
ambiente. En estas condiciones se mantuvieron durante la realización de los 
experimentos. 
El peso medio de los individuos al inicio de los ensayos fue 82 ± 10,7 g. 
3.1.1.3. Palomas (Columba livia) 
Se obtuvieron ochenta individuos a partir de un distribuidor comercial. 
Las edades no pudieron ser determinadas para cada individuo, aunque, 
según información del distribuidor, la mayoría de individuos tenía edades 




Ilustración 10. Imagen del sistema de baterías para alojamiento de palomas  
Las palomas fueron alojadas en las mismas baterías que las codornices, 
pero distribuyendo un único individuo por jaula. Con la finalidad de 
mantener a los animales en reposo reproductivo para la realización de los 
ensayos, en las jaulas destinadas a su alojamiento se acopló un separador 
opaco que impidiera el contacto visual entre individuos, dado que este 
contacto es necesario para el desarrollo de ciclos ováricos espontáneos en 
esta especie (Barfield, 1971; Matthews, 1939). Tanto la alimentación como el 
agua fueron proporcionados  ad libitum. 
3.1.2. Hormonas comerciales 
La gonadotropina coriónica equina (eCG) (Folligon, Intervet) se adquirió 
en viales de 500 UI en polvo que fue disuelto en suero fisiológico en función 
de la dosis a administrar. 
El benzoato de estradiol (E85015, Sigma), fue disuelto en disolución de 
etanol (10 %) y aceite de sésamo (90 %) (Sigma) a una concentración final de 
0,5 mg/ml. 
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 MÉTODOS 3.2.
3.2.1. Obtención de anticuerpos anti-βFSH, anti-βLH y 
anti-α-sub de codorniz 
Los trabajos de esta tesis incluyeron la obtención de una FSH 
recombinante de codorniz en un sistema de expresión de células de 
mamífero (CHO) y la purificación de LH a partir de adenohipófisis de pavo.  
Por tanto, el desarrollo de anticuerpos específicos para FSH 
recombinante de codorniz y FSH y LH hipofisarias de pavo, fue considerado 
una herramienta imprescindible para la detección y seguimiento de estas 
hormonas en los procesos de laboratorio: expresión en el medio de cultivo o 
lisados celulares, purificación, concentración, diálisis, etc.  
 Con este objeto, se expresaron en sistema procariota (E. coli) las 
proteínas maduras (sin péptido señal) de las subunidades α común a FSH y 
LH (α-FSH/LH) de codorniz, β-FSH de codorniz, y β-LH de pollo, unidas 
las tres, en su extremo amino terminal, a una secuencia de polihistidina 
(6XHis) para su posterior purificación mediante cromatografía de afinidad 
de iones metálicos inmovilizados (IMAC). 
Una vez purificadas y acondicionadas,  las proteínas se inyectaron en 
conejos para su inmunización con el objeto de obtener los anticuerpos 
correspondientes. 
3.2.1.1. Subclonación de las subunidades de las gonadotropinas 
de codorniz en vector de expresión procariota (pDESTTM17) 
El ADNc de las tres proteínas fue sintetizado por la empresa GeneArt 
(Alemania). La síntesis se realizó mediante un sistema de optimización de 
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codones para expresión en células procariotas llevado a cabo por la propia 
empresa.  
Los ADNc de partida fueron sintetizados en función de las secuencias 
aminoacídicas de las tres subunidades: 
 β-FSH: GenBank: BAC01164.1 
 β-LH: GenBank: GenBank: ADY03193.1 
 α-FSH/LH: GenBank: AAB30866.1 
Una vez sintetizadas, las secuencias de ADNc de las tres subunidades 
fueron subclonadas en el vector pDESTTM17 del sistema Gateway® 
(Invitrogen), que incorpora una secuencia de polihistidina (6XHis) unida a 
una secuencia de unión (linker) en el extremo amino terminal de la proteína 
a expresar. 
En resumen, el sistema de subclonación Gateway® tiene el siguiente 
fundamento: 
 El gen sintético es subclonado en el vector pDONRTM221 
(vector “lanzadera”) mediante reacción de recombinación por 
clonasa.  
 Una vez subclonado en pDONRTM221, el gen sintético puede 
ser transferido a otros vectores de expresión, “vectores de 
destino” (en nuestro caso, pDESTTM17) mediante la misma 
estrategia de recombinación por clonasa. 
 Tras la sucblonación en pDESTTM17, esta construcción es 
utilizada para transformación de células procariotas y 
expresión de la proteína unida a secuencia 6XHis. 
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Ilustración 11. Esquema de los vectores del sistema Gateway® (Invitrogen) 
El vector pDONRTM221 es portador de un gen letal (ccdB) flanqueado 
por las secuencias attP1 y attP2. La inserción del ADNc de interés sustituirá 
el gen ccdB por el inserto permitiendo la supervivencia bacteriana y la 
selección de las construcciones buscadas. Para esta inserción, las secuencias 
attP1 y attP2 se recombinarán con las secuencias:  
 attB1: 5’-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTC-3’ 
 attB2: 5’-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT-3’ 
generando las secuencias attL1 y attL2 que flanquearán el ADNc subclonado 




Ilustración 12. Esquema ilustrativo de la subclonación en pDESTTM17. 
El ADNc (inserto) es subclonado por recombinación (BPclonase II) en el vector 
de entrada pDONRTM21 (donor vector). Posteriormente,  mediante recombinación 
por LR clonasa, el inserto es subclonado en pDESTTM17 (expression clone), que 
incorpora la secuencia 6XHis + secuencia de unión al extremo N-terminal del 
ADNc. 
Para que se lleve acabo esta recombinación, las secuencias attB1 y attB2 
deberán ser incorporadas a la secuencia de ADNc mediante reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR). Por tanto, los oligonucleótidos para estas 
reacciones se diseñaron uniendo las secuencias attB1 a los primeros 28 – 31 
nucleótidos complementarios del ADNc (directo) o attB2 a los 28 – 31 
últimos incluyendo codón de parada (reverso). El producto resultante, B1-
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ADNc-B2, será recombinado en pDONRTM21. Todos los oligonucleótidos 
fueron sintetizados por Sigma.  
Tabla 1. Tabla de oligonucleótidos utilizados para obtención de B1-ADNc-B2.  
En mayúsculas, secuencias attB1 y attB2. En minúsculas, secuencias 
complementarias de ADNc (subunidades gonadotropinas). Resaltado en gris, 
codones de parada (stop). 





























Tras la recombinación en pDESTTM17, se generarán las secuencias attB1 y 




Ilustración 13. Secuencia nucleotídica y aminoacídica resultante tras   
recombinación en pDESTTM17.  
Encuadrado en rojo: ADNc, precedido por 22 codones que incluyen la secuencia 
6XHis. Regeneración de las secuencias attB1 y attB2. NN = 5’TC 3’. 
Las secuencias nucleotídicas de las subunidades con los codones 



























Por tanto, las secuencias aminoacídicas resultantes de la expresión 
(traducción) una vez subclonadas en pDESTTM17 serían las siguientes: 












 Reacción de PCR para subclonación en pDONRTM221 3.2.1.1.1.
La reacción de PCR para generar el inserto a subclonar en pDONRTM221 
se llevó a cabo en termociclador GeneAmp PCR System 9600 (Perkin Elmer) 
utilizando los siguientes materiales: Tubos de PCR (Axygen), Kit Platinum® 
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Pfx Polimerase 2,5U/μL (Invitrogen), oligonucleótidos (Sigma) y dNTPs 
(Fermentas). 
Tabla 2. Mezcla de PCR para generación de inserto a subclonar en pDONR221 
Componente Volumen Concentración final 
10X Buffer Pfx 5 μl 1x 
10 mM dNTPs 1,5 μl 0,3 mM 
50 mM MgSO₄ 1 μl 1 mM 
Oligo directo [10 mM] 0,75 μl 0,3 μM 
Oligo reverso [10 mM] 0,75 μl 0,3 μM 
DNA molde  1 μl ~5 ng/μl 
Pfx DNA Polimerase 0,5 μl 1,2 U 
H₂O milli Q 39,5 μl   
Volumen final: 50 μL    
Tabla 3. Programación termociclador para PCR para generación de inserto a     
subclonar en pDONR221 
Fase Temperatura Tiempo Nº de ciclos 
Desnaturalización 94 º C 2 min 1 
Desnaturalización 94 º C 15 seg  
Anillamiento 55 º C 30 seg 25 
Elongación 68 º C 45 seg  
Elongación 68 º C 7' 1 
 4 º C ∞  
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 Purificación del producto de PCR para su subclonación en 3.2.1.1.2.
pDONRTM221 
La purificación del producto de PCR generado en el apartado anterior se 
llevó a cabo utilizando el kit de purificación de ADN Kit QIAquick® PCR 
Purification (50) (Qiagen). Este kit permite la purificación de fragmentos de 
ADN de tamaño comprendido entre 100bp hasta 10Kb. 
El protocolo seguido fue el siguiente: 
1. Adición de cinco volúmenes del tampón PB1 por cada volumen de 
PCR. Para 50 μl de producto de PCR se añadieron 250 μl del tampón. 
El color de la mezcla se torna amarillo. Si el color se torna violeta o 
naranja deben añadirse 5 μl de Acetato de Sodio 3M a pH 5.0 y 
mezclar bien hasta que adquiera color amarillo. 
2. Vertido de la mezcla ADN-tampón PB1 en una columna 
suministrada con el kit y colocada previamente dentro en un tubo 
colector. Centrifugación a 10000 x g durante 60 segundos. 
3. Eliminación del líquido que queda en el tubo colector (inferior) y 
adición a la columna de 375 μl del tampón PE. Centrifugación a 
10000 x g durante 60 seg. 
4. Eliminación del líquido del tubo colector y centrifugación adicional 
para eliminación de los restos de etanol (60 seg a 10000 x g). 
5. Transferencia de la columna a un tubo Eppendorf de 1,5 ml limpio y 
elución del ADN purificado añadiendo 50 μl del tampón EB 
directamente sobre la membrana de la columna. 
6. Esperar un minuto hasta hidratación de la membrana y 
centrifugación  a 10000 x g durante 60 segundos. 
 Reacción de recombinación para subclonación en 3.2.1.1.3.
pDONRTM221 
La subclonación de los insertos generados por PCR (Subunidades 
6XHis_α-FSH/LH, 6XHis_β-FSH y 6XHis_β-LH) se llevó a cabo mediante 
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reacción de recombinación de los productos de PCR obtenidos previamente 
con el plásmido pDONR221 purificado (método de purificación descrito en 
posteriores apartados) utilizando el Kit BP Clonase (Invitrogen). 
El procedimiento utilizado fue el siguiente: 
1. Adición en un mismo tubo Eppendorf de 1,5 ml del producto de PCR 
purificado (15 a 150 ng en un volumen máximo de 7 µl) y el ADN del 
vector pDONRTM221 a una concentración de 150 ng/µl (1µl), y 
adición de 8 μl de tampón Tris-EDTA pH 8.0. 
2. Depósito de la enzima BP Clonase en hielo durante 2’ y adición 
posterior de 2 µl de la enzima BP al tubo Eppendorf que contiene la 
mezcla de ADNs. Incubación de la reacción a 25ºC durante 1 hora. 
3. Tras la hora de incubación, se añadió 1 µl de Proteasa K y se agitó 
ligeramente con Vortex. Incubación a 37ºC durante 10 minutos. 
4. Transformación de bacterias competentes. 
 Transformación de bacterias con pDONRTM221_Subunidad 3.2.1.1.4.
La transformación de bacterias competentes se llevó a cabo para la 
posterior selección de colonias portadoras de la construcción 
pDONRTM221_Subunidad correspondiente. Las bacterias utilizadas para esta 
transformación fueron las TOP10 (Invitrogen), y el procedimiento seguido, 
el siguiente: 
1. Adición de 2 µL del ADN a transformar en un tubo con 50 µl de 
bacterias TOP10 sin pipetear para mezclar. Depositar el tubo durante 
30 minutos en hielo. 
2. Posteriormente, transferencia del tubo a un baño de agua a 42ºC para 
choque térmico durante 30 segundos. Colocación nuevamente en 
hielo. 
3. Adición de 250 µL de medio LB (Pronadisa) y agitación del tubo en  
incubador con agitador orbital (Minitrón, Infors) durante 1 hora a 
37ºC y 225 rpm. 
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4. Siembra del contenido del tubo en placas Petri con LB y el antibiótico 
de selección. Sembrar dos placas por transformación, una con 20 y 
otra con 100 μl de la transformación.  
5. El resto de la transformación se mantuvo a 4ºC como reserva para 
caso de necesidad de repetición de la siembra. 
6. Colocación de las placas Petri en estufa a 37ºC durante toda la noche. 
Tras 24 h, detección de colonias y posterior análisis por PCR para 
comprobación de la presencia del vector con su inserto. 
 Selección colonias con inserto en pDONRTM221_Subunidad 3.2.1.1.5.
Cada colonia se suspendió  en 30 μL de H₂O milli Q estéril para la 
preparación del ADN molde. La reacción de PCR se realizó del modo 
descrito previamente. Los oligonucleótidos utilizados fueron: M13 (directo, 
que hibrida con secuencia del vector) y, como reverso, los oligonucleótidos 
específicos para cada subunidad. En este caso, la polimerasa utilizada fue  
Taq polimerasa (VWR collection). 
Tabla 4. Mezcla de PCR para selección de colonias portadoras de 
pDONR_221_Subunidad. 
Componente Volumen Concentración final 
10X Buffer Taq 1 μl 1X 
10 mM dNTPs 0,1 μl 0,1 mM 
50 mM MgCl2 0,6 μl 1 mM 
Oligo directo [10 mM] 0,5 μl 0,5 μM 
Oligo reverso [10 mM] 0,5 μl 0,5 μM 
ADN molde  1 μl ~50-100 ng 
Taq DNA Polimerasa 0,2 μl 0,5 U 
H₂O milli Q 6,1 μl   
Volumen final: 10 μl   
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Las colonias identificadas como positivas por PCR para 
pDONR_Subunidad se crecieron posteriormente y su ADN plasmídico fue 
purificado para subclonación en pDEST17 tal como se describe en siguientes 
apartados. 
 Reacción de recombinación para subclonación en pDEST17 3.2.1.1.6.
La reacción de recombinación para subclonación del inserto de 
pDONR221_Subunidad en pDEST17 se llevó a cabo con el Kit LR Clonase 
(Invitrogen) mediante el siguiente procedimiento: 
1. Adición en un tubo Eppendorf de 1,5 ml: 50 a 150 ng de 
pDONR221_Subunidad en un volumen máximo de 7 µl, y 1 µl del 
vector de destino pDEST17 a una concentración de 150 ng/µl. 
Adición de 8 µl de tampón Tris-EDTA pH 8.0. 
2. Colocación de la enzima LR Clonase en hielo durante 2 minutos y 
adición posterior de 2 µl de LR clonasa al tubo Eppendorf con la 
mezcla de ADNs plasmídicos. Incubación a 25ºC durante 1 hora. 
3. Tras 1 hora de incubación, adición de  1µl de Proteasa K y agitación 
ligera mediante vórtex. Incubación a 37ºC durante 10 minutos. 
4. Realización de transformación de bacterias competentes BL21 (DE3) 
siguiendo idénticas condiciones a las utilizadas anteriormente para la 
transformación de bacterias competentes TOP10. 
3.2.1.2. Producción y purificación del ADN plasmídico 
Para la obtención de ADN plasmídico purificado de los vectores de 
expresión utilizados tanto en subclonación como en expresión de proteínas 
en sistemas procariotas y eucariotas, se utilizó la metodología siguiente. 
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3.2.1.2.1.1 Preparación del cultivo de E. coli 
Tras la transformación de bacterias competentes con el plásmido de 
interés según lo descrito anteriormente, se procedió del siguiente modo: 
 Toma de una colonia única de una placa de Petri de agar- LB 
(Pronadisa) fresca (con kanamicina o ampicilina, en función 
del gen de resistencia del vector), aislada a partir de la estría 
generada por las bacterias trasformadas con el vector de 
interés, e inoculación de la misma en 10 ml de medio LB con el 
mismo antibiótico de selección.  
 Incubación durante la noche (~16 horas) a 37°C en incubadora 
de agitación orbital a 225 rpm.  
3.2.1.2.1.2 Lisado celular y clarificación 
 Colección de los 10 ml de cultivo bacteriano en tubo de 
ultracentrifugación y centrifugación durante 5 minutos a 
10.000 x g. Vertido  del sobrenadante del cultivo y eliminación 
del exceso de medio procurando dejar el sedimento celular lo 
más seco posible. 
 Adición de 250 μl de la Solución de Resuspensión Celular 
provista por el kit y resuspensión completa del sedimento 
celular mediante agitación con vórtex o pipeteo. 
 Transferencia de las bacterias resuspendidas a un tubo de 
microcentrífuga estéril de 1.5 ml, adición de 250 μl de la 
Solución de Lisis Celular provista por el kit y mezcla mediante 
inversión del tubo 4 veces (no agitar en vórtex). Incubación  
durante  3 – 5 minutos.  
 Adición de  10 μl de la Solución de Proteasa Alcalina y mezcla 
invirtiendo el tubo 4 veces. Incubación durante 5 minutos a 
temperatura ambiente. La proteasa alcalina inactiva las 
endonucleasas y otras proteínas liberadas durante la lisis de 




 Adición de 350 μl de Solución de Neutralización y mezcla 
inmediata invirtiendo el tubo 4 veces. Centrifugación del 
lisado bacteriano a 14,000 × g en microcentrífuga durante 10 
minutos a temperatura ambiente. 
3.2.1.2.1.3 Aislamiento y purificación del ADN plasmídico 
En todos los casos, el DNA plasmídico del vector de expresión se purificó 
empleando los kits de aislamiento de ADN WizardTM Miniprep (Promega), 
partiendo de 10 ml de cultivo bacteriano y siguiendo el siguiente protocolo: 
 Preparación de las unidades de purificación de ADN 
plasmídico provistas con el kit insertando una columna spin 
en un tubo de recolección de 2 ml para cada muestra. 
 Transferencia por decantado del lisado (≈850 μl) a la columna 
de spin preparada. Evitar transferir cualquiera de los 
precipitados de color blanco con el sobrenadante. 
 Centrifugación  del sobrenadante a velocidad máxima en una 
microcentrífuga durante 1 minuto a temperatura ambiente. 
Retirar la columna del tubo y desechar el líquido del tubo de 
recogida (inferior). Insertar de nuevo la columna spin en el 
tubo de recogida.  
 Adición de 750 μl de solución de lavado de columna, 
previamente diluida con etanol (95%), a la columna spin. 
Centrifugar a máxima velocidad en una microcentrífuga 
durante 1 minuto a temperatura ambiente. Retirar la columna 
y desechar el líquido del tubo inferior. Volver a insertar la 
columna en el tubo de recolección. 
 Repetición  del procedimiento de lavado utilizando 250 μl de 
solución de lavado de columna. Centrifugación a máxima 
velocidad en una microcentrífuga durante 2 minutos a 
temperatura ambiente. 
 Transferencia de la columna a un nuevo tubo estéril de 
microcentrífuga de 1.5 ml y elución  del ADN plasmídico 
agregando 100 μl de agua libre de nucleasas a la columna spin. 
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Centrifugación a máxima velocidad durante 1 minuto a 
temperatura ambiente en microcentrífuga. 
 Después de la elución del ADN, conservación del tubo de 
microcentrífuga de 1.5 ml que contiene el ADN plasmídico 
purificado. 
 El ADN, estable en agua sin la adición de un tampón, se 
cuantificó por espectrofotometría (Nanodrop, Isogen) y se 
almacenó a –20°C hasta su uso.  
3.2.1.3. Electroforesis de ADN en Geles de Agarosa 
Para la separación y análisis electroforético de las muestras de ADN se 
prepararon geles de agarosa (Sigma)  al 1 y 1,5% en tampón TAE 1X (40 mM 
de TRIZMA® BASE, (Sigma); 40 mM ácido acético glacial, (Panreac); 1 mM 
EDTA (Sigma). Posteriormente se añadió tampón TAE 1X hasta cubrir el gel 
para el desarrollo de la electroforesis y se cargaron las muestras en los 
pocillos. Para la preparación de las muestras se mezclaron 5 - 8 μl de ADN 
(plasmídico o muestras de ADN digerido) y 1 μl de tampón de carga para 
DNA 10X (50% glicerol, Merck; 25 mM EDTA, Sigma; 0,05% azul de 
bromofenol (Sigma). Una vez cargadas las muestras, el gel se resolvió a 70-
80 voltios durante 1,5 horas y se tiñó con una solución de bromuro de etidio 
1 μg/ml (Sigma). La visualización de bandas electroforéticas se realizó en el 
transiluminador de luz ultravioleta (UVIDOC, modelo DOC-008-XD), 
tomando las fotografías con la cámara incorporada. Para determinar el 
tamaño de los fragmentos de ADN de las muestras se cargó en los carriles 
laterales de cada gel 5 μl de marcador de peso molecular para DNA (sm0311 
Generuler™ 1kb DNA ladder; Invitrogen) preparado a una concentración de 
0,1 μg/μl (100 μl 1 Kb DNA ladder stock a 1 μg/μl, 100 μl tampón de carga 




Ilustración 14. Electroforesis en gel de agarosa del producto de PCR β-FSH 
 
Ilustración 15. Electroforesis en gel de agarosa del vector pDEST17 e inserto 
6XHis_β-LH 
Imagen izquierda: Análisis por electroforesis en gel de agarosa (1%) del ADN 
plasmídico obtenido de los clones positivos de pDEST17_β-FSH #4 y #5 cuyo 
inserto fue la subunidad 6XHis--FSH. Estos ADNs se utilizaron para su 
posterior secuenciación. Imagen derecha: Flecha: Inserto β-LH tras digestión de 
la construcción pDEST17_β-LH. Se obtuvieron imágenes semejantes para las 
subunidades 6XHis-FSH y 6XHis--FSH/LH (no mostrados). 
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3.2.1.4. Secuenciación de ADNc subclonados y confirmación 
de identidad 
Tras la obtención de los ADNs plasmídicos purificados, se enviaron 
muestras de los mismos al Servicio de Secuenciación del Centro Nacional de 
Investigaciones Oncológicas (CNIO) para su secuenciación. En este 
procedimiento se utilizaron oligonucleótidos cebadores que hibridan en la 
región del promotor T7 (propiedad del servicio de secuenciación).  
Tras la recepción de los resultados de la secuenciación, se realizó la 
comprobación de la integridad de las secuencias clonadas mediante 
alineamiendo de la secuencia problema versus la secuencia de referencia, 
haciendo uso de la herramienta bioinformática Web Clustal Omega 
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) del European Molecular 
Biology Laboratory (EMBL-EBI). Se verificó en todos los casos la ausencia de 
mutaciones, inserciones, deleciones o codones de parada que pudieran 
alterar tanto el marco abierto de lectura (ORF) como la fase de lectura.  
Posteriormente, mediante la herramienta bioinformática ExPASy 
(https://web.expasy.org/translate/) se procedió a la traducción in silico de 
las secuencias nucleotídicas y se comprobó, mediante alineamiento 
(https://www.uniprot.org/align/) la total identidad de las secuencias 
aminoacídicas codificadas por los ADNc subclonados con las secuencias 
esperadas. Las identidades resultaron del 100% para los ADNc de las tres 
subunidades cuya expresión se practicó posteriormente. 
3.2.1.5. Expresión de las proteínas en E. coli 
Para la producción de las subunidades recombinantes en cantidad 




Se aislaron colonias individuales de células BL21 (DE3) de E. coli, 
transformadas previamente con los vectores destino pDEST17 portadores de 
las secuencias de las proteínas/subunidades de interés y del gen de 
resistencia a ampicilina, y se inocularon en 50 ml de medio de cultivo LB 
(Bactotriptona 10 gr, Extracto de Levadura 5 gr, NaCl 10 gr, H2O 
desionizada hasta 1 litro; Pronadisa), suplementado con 100 μg/ml de 
ampicilina (Sigma). Estos cultivos de iniciación se crecieron toda la noche a 
37ºC con agitación orbital a 225 rpm. A partir de estos cultivos de iniciación 
se realizaron cultivos de 1l (dilución 1:100) en medio LB con 100 μg/ml del 
antibiótico, y se crecieron a 37ºC con agitación (225 rpm) hasta alcanzar la 
fase de crecimiento exponencial (DO600 nm 0.6-0.8), momento en el que se 
añadió el agente inductor isopropil 1--D-galactopiranósido (IPTG; Sigma) a 
una concentración final 0.4 mM. Tras 3 horas de inducción con IPTG, las 
células se centrifugaron a 6000 rpm y el pellet de bacterias se resuspendió en 
50 ml de una solución compuesta con 10 mM Tris, 150 mM NaCl y 0.1 mM 
EDTA a pH 7.5 (Merck) con inhibidores de proteasas (Complete, Roche). 
Posteriormente se añadieron 5.5 ml de 10% laurilsarcosinato sódico (Sigma) 
para lisar las células, se incubó la solución durante 30 minutos en hielo, se 
añadieron 6,1 ml de 10% Triton X-100 (Sigma) y, por último, se aplicaron 3 
pulsos de sonicación de 1 min de duración cada uno a una amplitud del 10% 
(Sonicador Sonifier 150; Branson).  
Las muestras lisadas se centrifugaron a 3000 rpm durante 30 minutos a 
4ºC para separar la fracción soluble (SB: sobrenadante) de la insoluble (PL: 
cuerpos de inclusión), conservándose en todos los casos una alícuota de la 
muestra lisada preliminar (ET: extracto total) para su análisis. Todas estas 
muestras fueron analizadas mediante electroforesis para la valoración de la 
presencia de las proteínas de interés y otras proteínas contaminantes. 
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3.2.1.6. Purificación de las proteínas recombinantes fusionadas 
a 6xHis 
La purificación de las proteínas (fracción soluble) recombinantes 
fusionadas a la secuencia de polihistidinas (6xHis) se llevó a cabo mediante 
cromatografía de afinidad por metales inmovilizados (IMAC) en columnas 
HisTrap™ FF Crude (GE Healthcare) de 5 ml acopladas a un sistema 
automatizado de purificación ÄKTA Prime (GE Healthcare). Los parámetros 
programados para la purificación fueron: lavado de la columna con 25 ml de 
agua y tampón de equilibrado a un flujo de 5 ml/min (5 volúmenes de 
columna, 5CV), equilibrado de la columna con 15 ml de tampón de elución 
(3CV) a flujo de 5 ml/min, inyección de la muestra a un flujo de 5 ml/min y 
lavado de la columna con 50 ml de tampón de equilibrado (10CV). La 
elución de las proteínas unidas a la columna se realizó con un gradiente de 
imidazol desde 20 mM hasta 500 mM. Las fracciones de proteína purificada 
fueron recogidas y mezcladas para su posterior diálisis frente a PBS. Este 
proceso se realizó en membranas de diálisis (12-14000 MWCO; Iberlabo) 
durante 18 h a 4º C en agitación. 
Las preparaciones resultantes fueron sometidas a análisis electroforético 
y a cuantificación de la concentración de proteína para estimar los 
rendimientos en la expresión de cada subunidad. 
 Cuantificación de las subunidades recombinantes  3.2.1.6.1.
El cálculo de la concentración final de proteína soluble purificada y 
dializada de cada subunidad se realizó mediante el Método de Bradford 
(Bradford, 1976), utilizando el kit comercial Quick Start Bradford Protein 
Assay kit 2 (Bio-Rad). Este método se basa en el cambio de color que 
experimenta el reactivo de Bradford cuando se une a la proteína de interés. 
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El cambio de color es directamente proporcional a la cantidad de proteína 
contenida en la muestra en estudio.  
En el ensayo de cuantificación, se construyó una curva patrón de 
concentraciones conocidas mediante estándares de seroalbúmina bovina 
(BSA; Quick Start Bovine Serum Albumin Standard Set, Bio-Rad) a 
diferentes concentraciones (0.1, 0.125, 0.25, 0.5 y 1 g/l) y se interpolaron 
en ella los valores obtenidos para las muestras de proteína recombinante en 
estudio. Todas las diluciones se realizaron en tubos Eppendorf de 1.5ml de 
capacidad, y las lecturas de las muestras se realizaron en cubetas de 
espectrofotometría (Cubetas semimicro PMMA 1,5 ml, BRAND) en 
espectrofotómetro GeneQuant 1300 (GE Healthcare) a 595 nm. 
Tabla 5. Rendimientos en proteínas recombinantes por litro de cultivo bacteriano 
Proteína recombinante Concentracion Volumen Cantidad total 
Subunidad 6XHis-FSH 0.40 mg/mL 8.0 mL 3.20 mg 
Subunidad 6XHis-LH 0.25 mg/mL 7.5 mL 1.88 mg 
Subunidad 6XHis- 
α-FSH/LH 
0.10 mg/mL 11.0 mL 1.10 mg 
3.2.1.7. Análisis electroforético de proteínas en geles SDS-
PAGE 
La electroforesis de las proteínas purificadas se realizó en geles de sodio 
dodecil sulfato (SDS) y poliacrilamida (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970).  
Una vez cuantificadas las proteínas por el método de Bradford, se evaluó 
su pureza e integridad mediante electroforesis vertical en geles de SDS-
PAGE resueltos en tampón Tris/Glicina. Las muestras se colocaron en los 
pocillos del gel concentrador o de apilamiento polimerizado sobre el gel de 
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resolución. La concentración de poliacrilamida para el gel separador o de 
resolución fue del 10% y del 5% para el gel concentrador. 
Tabla 6. Composición de los geles de electroforesis SDS-PAGE. 
GEL DE APILAMIENTO (5%) 
Componente Volumen 
H2O milliQ 
Acrilamida/bisacrilamida 40% (29/1) (Bio-Rad)  
Tris-HCl 1,0 M pH 6,8  
Dodecil sulfato de sodio (SDS) 10% (Sigma) 
Persulfato de amonio  100 mg/ml (APS) 10% (Sigma) 









GEL DE RESOLUCIÓN (10%) 
Componente Volumen 
H2O milliQ 
Acrilamida/bisacrilamida 40% (29/1) (Bio-Rad)  
Tris-HCl 1,5 M pH 8,8  
Dodecil sulfato de sodio (SDS) 10% (Sigma) 
Persulfato de amonio 100 mg/ml (APS) 10% (Sigma) 










Las muestras de proteínas a evaluar se desnaturalizaron previamente por 
calentamiento a 100ºC en presencia de SDS y un agente reductor (β-
mercaptoetanol, Sigma). Se cargaron 16 μl de muestra por pocillo (8 l de 
proteína purificada + 8 l de tampón de carga 2X).  
La composición del tampón de carga (5X) fue la siguiente:  
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 Tris-HCl 0,225 M pH 6.8 
  Glicerol 50%  
  SDS 5% 
  azul de bromofenol 0,05%  
  β-mercaptoetanol 15% 
Las muestras en tampón de carga se desnaturalizaron por calentamiento 
a 100ºC durante 5 minutos en bloque térmico (Standard Heatblock; VWR 
Line) y se cargaron individualmente en los pocillos del gel concentrador. 
Una vez cargadas todas las muestras en el gel se sometieron a campo 
eléctrico vertical a 120 voltios (Fuente de Alimentación Fuente PowerPac 
Basic; BioRad) en tampón Tris-Glicina 1X (25 mM Tris-HCl, 250 mM glicina 
y 0,1% SDS). En los carriles laterales se cargaron marcadores de peso 
molecular pre-teñidos (Pre Stained SDS-PAGE Standards-Low Range, Bio-
Rad) para estimación del peso molecular de las proteínas separadas.  
Por último, para visualizar las proteínas resueltas en el gel, los geles se 
tiñeron durante 10-15 minutos en una solución de Azul de Coomassie (45% 
metanol; 10% ácido acético glacial; 45% H2O milliQ; 0,25% Azul Brillante de 
Coomassie R-250, Sigma) y se destiñeron luego con una solución compuesta 
por 40% metanol; 10% ácido acético glacial y 50% H2O milliQ.  
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Ilustración 16. Tinción con Azul de Coomassie de geles de electroforesis. 
Subunidades gonadotropinas. 
Imagen superior: Fracciones de purificación por IMAC de 6XHis_β-FSH. Imagen 
inferior: Las tres subunidades tras proceso completo de purificación. 
3.2.1.8. Verificación de la identidad de las proteínas 
recombinantes 
Las bandas de proteína recombinante purificada (5 g/pocillo) a partir 
del gel SDS-PAGE preparado en el punto anterior se cortaron con bisturí y 
se enviaron al servicio de proteómica del Centro Nacional de Biotecnología 
(CNB-CSIC). Mediante espectrometría de masas MALDI TOF-TOF (Autoflex 
III. Bruker-Daltonics) se determinó la huella peptídica de cada preparación 
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analizada. Las secuencias resultantes verificaron que la identidad de las 
proteínas generadas era la esperada. 
3.2.1.9. Generación de anticuerpos policlonales en conejo 
Para la obtención de los antisueros policlonales de conejo (Oryctolagus 
cuniculus, raza New Zealand White) se siguieron protocolos estándar, 
inmunizando en cada caso dos hembras de entre 1,8 y 2,0 kg con cada uno 
de los antígenos (proteínas recombinantes) generados. 
Los trabajos de inmunización y obtención de sueros inmunes fueron 
llevados a cabo por la empresa Vivotecnia S.L. (Madrid). 
Tabla 7. Protocolo de inmunización para la obtención de anticuerpos policlonales 
frente a subunidades de gonadotropinas. 
ACF: adyuvante completo de Freund. AIF: adyuvante incompleto de Freund. 
Día Etapa/Actividad del Protocolo Muestra Obtenida 
-1 Obtención del suero pre-inmune 3-5 ml de suero 
0 Primaje (250 g antígeno en ACF; V= 1.0ml) --- 
3ª Semana 1
ª 
dosis de recuerdo (125 g antígeno en AIF; V= 1.0 ml) --- 
6ª Semana 2
ª
 dosis de recuerdo (125 g antígeno en AIF; V= 1.0 ml) --- 
9ª Semana 3
ª
 dosis de recuerdo (125 g antígeno en AIF; V= 1.0 ml) --- 
10ª Semana Obtención de suero para titulación  1-2 ml de suero 
11ª Semana Sangría final  50-70 ml de suero 
 
El proceso completo comprendió un periodo de aproximadamente once 
semanas. Los antisueros finales obtenidos fueron titulados por ELISA 
indirecto, tapizando las placas microtiter (Nunc) con 0.5 g de antígeno por 
pocillo, y haciendo diluciones seriadas del suero, comprobándose en todos 
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los casos la correcta respuesta inmune de los animales, con títulos siempre 
superiores a 1/32.000.  
Por último, se purificaron 5 ml de cada antisuero policlonal mediante 
columnas de Proteína A (GE Healthcare). Las fracciones de anticuerpo 
purificado fueron agrupadas, dializadas frente a tampón fosfato salino 
(PBS), resueltas en geles SDS/PAGE y cuantificadas por el Método de 
Bradford. 
3.2.1.10. Inmunodetección  
Las proteínas separadas electroforéticamente en geles SDS-PAGE fueron 
transferidas posteriormente a membranas de nitrocelulosa (Nitrocellulose 
Hybond C extra 0.45; GE Healthcare) utilizando el equipo Mini Trans Blot 
(Bio-Rad) sobre agitador magnético (IKAMAG®; Janke & Kunkel Ika®-
Labortechnik) con el objetivo de homogenizar el tampón de transferencia y 
evitar el calentamiento localizado, permitiendo así una transferencia 
eficiente. Las membranas se hidrataron previamente en el tampón de 
transferencia. El conjunto se preparó colocando dos piezas de papel 
Whatman® 3MM, el gel de acrilamida, la membrana hidratada y otras dos 
piezas de papel Whatman, eliminando las burbujas. 
Las transferencias se llevaron a cabo durante 30-45 minutos a 100 voltios, 
en tampón de transferencia (25 mM Tris-Base, Sigma; 150 mM glicina, 
Merck; 20% v/v metanol, Merck; pH 8,3, con refrigeración a 4ºC y agitación.  
Las membranas de nitrocelulosa resultantes, con los antígenos proteicos 
inmovilizados, fueron bloqueadas durante 1 hora a temperatura ambiente 
con una solución al 2% p/v de ECL Advance Blocking Agent (Amersham 
Biosciences) preparada en solución salina tamponada con Tris y Tween 
(TBS-T, 0,1% v/v de Tween® 20, Bio-Rad) añadido a la solución TBS 1X: 20 
mM Tris-HCl pH 7,5; 150 mM NaCl. Este reactivo de bloqueo es provisto 
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con el ECL Advance® Western Blotting Detection Kit (Amersham 
Biosciences) que fue utilizado para la inmunodetección de las proteínas. Tras 
eliminar la solución de bloqueo y lavar 3 veces con PBS-T, las membranas 
fueron incubadas con una dilución 1:1000 en PBS-T del anticuerpo primario 
de conejo específico y, tras tres nuevos lavados, incubadas con una dilución 
1:2000 a 1:5000 en PBS-T del anticuerpo secundario de cabra anti-rabbit-HRP 
(Sigma) marcado con peroxidasa. Por último, se eliminó el anticuerpo de 
detección, se lavó la membrana tres veces con PBS-T y la membrana fue 
revelada utilizando el sistema ECL Western Blotting Detection Kit (GE 
Healthcare). Para la detección de la luminiscencia se utilizaron películas 
Super RX Azul 18x24 (Fujifilm) y la reveladora AGFA_CURIX- CP 1.000 
(Agfa). 
 
Ilustración 17. Tinción con Azul de Coomassie y Western blotting de 6XHis_β-
FSH. 
La banda superior (flecha) en la tinción con Azul de Coomassie coincidente con 
marcador de peso molecular = 30 KDa, fue atribuida a formación de dímeros de 
la subunidad 6XHis_β-FSH 
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3.2.2. Obtención de FSH recombinante de codorniz 
(ccrFSH) 
3.2.2.1. Diseño de la construcción de ADN y subclonación en 
vector de expresión eucariota 
Con el objetivo de obtener una FSH recombinante biológicamente activa 
y con propiedades farmacocinéticas adecuadas para su utlización en la 
inducción del ciclo ovárico en aves, se diseñó un ADNc para la producción 
de FSH recombinante de codorniz (ccrFSH) en forma monomérica, de modo 
que las subunidades alfa y beta de dicha hormona estuviesen unidas 
covalentemente mediante una secuencia aminoacídica de unión 
(linker)(Ilustración 18). 
 La secuencia sintetizada incluyó también la optimización de codones in 
silico por parte del fabricante (GeneArt), mediante el uso del software 
GeneOptimizer® de su propiedad. Este proceso de optimización comprende 
una combinación de diferentes parámetros, como el contenido GC, uso de 
codones “amistosos” con la línea celular, eliminación de motivos inestables, 
etc., que aportan estabilidad al ARNm y maximizan la eficacia de 
traducción, lo que en definitiva mejora el rendimiento de la expresión de 
proteínas sistemas heterólogos (Fath et al., 2011).  
 
Ilustración 18. Esquema del gen sintético ccrFSH 
 
Las secuencias sintéticas optimizadas se diseñaron en base a las 
secuencias de referencia depositadas en bases de datos públicas:  




Subunidad alfa  
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 Subunidad β de FSH de codorniz (Coturnix coturnix): 
GenBank AB086952.1  
 subunidad α común a FSH y LH de codorniz (Coturnix 
coturnix): GenBank S70833.1 
La secuencia del péptido señal de la subunidad α-FSH/LH, según 
predicción realizada con la aplicación SignalP 4.1 Server 
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP), fue eliminada. La subunidad β-
FSH se unió por su carboxilo terminal al extremo amino terminal de los 28 
aminoácidos del extremo carboxilo terminal (CTP) de la gonadotropina 
coriónica humana (HCG): 
C-terminal HCG: NH2-SSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQ-COOH 
Además, entre la subunidad beta y el carboxilo terminal de la HCG, se 
insertó una secuencia de polihistidinas (6xHis), para la posterior purificación 
de ccrFSH por cromatografía de afinidad IMAC utilizando columnas que 
contienen resinas unidas a cationes divalentes (Ni2+). Por último, se 
incluyeron en los extremos de la secuencia sintética las dianas de restricción 
HindIII (AAGCTT) y EcoRI (GAATTC) para posterior subclonación del gen 
sintético en el vector de expresión pcDNA3.1 (Invitrogen).  







 En rojo: péptido señal de la subunidad β-FSH 
 En negro: subunidad β-FSH madura 
 En marrón: CTP 
 En azul: 6XHis 
 En verde: subunidad α-FSH/LH madura 
EFECTO BIOLÓGICO DE LA FSH RECOMBINANTE DE CODORNIZ COMÚN EN LA INDUCCIÓN DEL CICLO OVÁRICO EN AVES 
122 
 
Ilustración 19. Esquema del vector pcDNA3.1. Sitio de subclonación de ccrFSH 
 Construcción del vector de expresión 3.2.2.1.1.
La construcción del vector de expresión fue realizada mediante los 
siguientes pasos secuenciales: 
1) Digestión enzimática HindIII y EcoRI del vector de expresión 
pcDNA3.1(+) (Invitrogen) y electroforesis en gel de agarosa para 




Ilustración 20. Electroforesis en gel de agarosa. Digestión HindIII y EcoRI de 
pcDNA3.1(+) 
2) Doble digestión enzimática HindIII / EcoRI del vector suministrado 
por el proveedor GeneArt  para aislamiento de la secuencia sintética 
de interés (741pb) que codifica la proteína ccrFSH. ccrFSH fue 
subclonada en un vector estándar del proveedor cuya información no 
fue suministrada. Se realizó electroforesis en gel de agarosa para 
comprobación de la digestión y aislamiento del fragmento de DNA 
de interés (ccrFSH). 
 
Ilustración 21. Electroforesis en gel de agarosa. Digestión HindIII / EcoRI del 
vector suministrado por el proveedor 
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3) Verificación de los fragmentos digeridos y ligación de ccrFSH en el 
vector pcDNA3.1(+). Transformación de la construcción 
pcDNA3.1_ccrFSH en bacterias DH10 y aislamiento en placa de 
colonias para su posterior verificación por PCR y digestión HindIII / 
EcoRI tras purificación del ADN plasmídico. 
 
Ilustración 22. Electroforesis en gel de agarosa tras digestión de 
pcDNA3.1_ccrFSH  
Digestión HindIII / EcoRI de pcDNA3.1 tras purificación de ADN plasmídico.  
 Secuenciación y análisis informático  3.2.2.1.2.
El gen sintético de interés (ccrFSH), subclonado en el vector suministrado 
por el proveedor, incluyó un informe con los resultados de su secuenciación, 
comprobándose en el mismo que la secuencia subclonada era correcta y 
completamente correspondiente con el diseño realizado.  
Dado que la subclonación en el vector de expresión pcDNA3.1(+) se 
realizó por digestión del inserto ccrFSH y de este vector con enzimas 
compatibles y posterior ligación, no se esperaron cambios en la secuencia 
nucleotídica de ccrFSH. Sin embargo, con el fin de incrementar la seguridad 
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sobre dicha secuencia, el vector pcDNA3.1(+)_ccrFSH fue secuenciado por la 
Unidad de Genómica del Centro Nacional de Investigaciones Oncológicas 
(CNIO, Madrid), mediante oligonucleótidos cebadores universales para el 
promotor T7 (5´ GTAATACGACTCACTATAGGGC 3), verificándose así la 
exactitud de la secuencia nucleotídica. 
Por otro lado, se procedió a la traducción in silico de esta secuencia 
mediante la herramienta bioinformática ExPASy 
(https://web.expasy.org/translate/), y al alineamiento de esta secuencia 
aminoacídica con la esperada. La coincidencia en la secuencia aminoacídica 
de estas dos secuencias fue del 100%. 
 Protocolo de digestión de los vectores 3.2.2.1.3.
Tanto el vector pcDNA3.1(+) como el  GENEART-estándar que contiene 
la secuencia del gen sintético ccrFSH, se digirieron separadamente en tubos 
Eppendorf de 0.5ml con las enzimas de restricción HindIII y EcoRI durante 1 
h a 37ºC en solución de digestión cuya composición se detalla en la siguiente 
tabla: 
Tabla 8. Composición solución para digestión de plásmidos eucariotas. 
Componente Volumen Concentración Final 
H2O libre de nucleasas 
Tampón R (ThermoFisher) 10X 
Plásmido [1 μg/μl] 









0,1 μg /μl 
0,5 U/μl 
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 Protocolo ligación del vector pcDNA3.1(+) digerido con el 3.2.2.1.4.
inserto ccrFSH  
Las ligaciones se realizaron con los productos digeridos y posteriormente 
purificados a partir de bandas de agarosa con el kit comercial QIAquick Gel 
Extraction Kit (QIAGEN) siguiendo las instrucciones del fabricante. 
El ADN fue finalmente eluído en H2O libre de nucleasas y verificado en 
electroforesis en gel de agarosa al 1% para su posterior utilización en 
reacción de ligación.  
La reacción de ligación se realizó durante 20 minutos a 25ºC en tubo 
Eppendorf de 0.5 ml en la solución cuyos componentes se indican en la 
siguiente tabla: 
Tabla 9. Composición solución de ligación para ccrFSH/pcDNA3.1(+) 
Composición del tampón Quick Ligation 2X: Tris-HCl 132 mM, MgCl2 20 mM, 2 
ditiotreitol mM, ATP 2 mM, polietilen glicol 15%, pH 7,6. 
Componente Volumen 
H2O libre de nucleasas 
Tampón 2X Quick Ligation (NEBL) 
Vector pcDNA3.1(+) digerido ( 40-50 ng) 
DNA ccrFSH (banda purificada del gel agarosa) 








El producto de la ligación fue posteriormente utilizado para la 
transformación mediante choque térmico de bacterias competentes DH5 
(Invitrogen). Posteriormente, las bacterias fueron sembradas en placas Petri 
de agar con LB y ampicilina (Sigma). Las placas fueron incubadas en estufa a 
37ºC durante 24 horas para el posterior aislamiento de colonias individuales 
y comprobación por PCR de la presencia del inserto.  
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 Protocolo Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 3.2.2.1.5.
Las colonias bacterianas obtenidas tras la etapa de ligación fueron 
analizadas por PCR para comprobar la existencia de la construcción 
pcDNA3.1(+)_ccrFSH en su interior. Se utilizó la ADN polimerasa 
AmpliTaq® DNA polimerasa (Perkin Elmer). Los componentes de la 
reacción se mezclaron en tubos PCR de 0.2 ml (Axigen) en las proporciones 
que se indican en la siguiente tabla: 
Tabla 10. Composición solución PCR para comprobación del inserto ccrFSH. 
Componente Volumen Concentración Final 
H2O libre de nucleasas 
Tampón PCR AmpliTaq 10X 
Mezcla de dNTPs (1:1:1:1) 10 mM C/U 
MgCl2 25 mM 
Oligonucleótido (sentido) (10 μM) 
Oligonucleótido (antisentido) (10 μM) 
DNA (1 colonia resuspendida en 100l H2O) 


















0,1 U/ μl 
Componente 
Los tubos con la mezcla se sometieron a PCR en termociclador 
(GeneAmp PCR System 9600; Perkin Elmer), programado del siguiente 
modo: 








1 CICLO 7 min 72ºC 





Ilustración 23.Producto de PCR (ccrFSH) a partir de colonia tras transformación 
con pcDNA3.1_ccrFSH 
3.2.2.2. Expresión de ccrFSH en células de mamífero CHO 
La construcción pcDNA3.1(+)_ccrFSH generada fue posteriormente 
utilizada para la producción de la gonadotropina recombinante ccrFSH en 
células de ovario de hámster chino (CHO). Para el presente trabajo, se utilizó 
la línea celular FreeStyle™ CHO-S Cells (Invitrogen) de crecimiento en 
suspensión. 
 Protocolo para el cultivo, mantenimiento y uso de las células  3.2.2.2.1.
El almacenamiento de la línea celular se llevó a cabo en nitrógeno 
líquido, en viales con 1x107 células en 1 ml de medio FreeStyle™ CHO 
Expression Medium 90% y dimetildulfóxido (DMSO) 10%. 
El medio de cultivo utilizado fue el FreeStyle™ CHO Expression 
Medium (Invitrogen) suplementado con L-glutamina (Invitrogen) hasta una 
concentración final de 8 mM al que se añadieron 5 ml/l de una solución 
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100X (5000 unidades/ml de penicilina y 5000 µg/ml de estreptomicina) de 
Penicilina / Estreptomicina (Invitrogen). 
La descongelación y cultivo de las células antes de producir cada lote de 
gonadotropina recombinante se realizó según el siguiente proceso: 
1) Extracción del criovial de células del nitrógeno líquido y 
descongelación rápida en baño de agua a 37°C. 
2) Previo a la completa descongelación, descontaminación del 
exterior del vial con etanol al 70%. Resuspensión suave de los 
grumos con una pipeta y transferencia de todo el contenido del 
tubo a un matraz estéril desechable (Erlenmeyer de 
policarbonato) de 125 ml de capacidad (Corning) con 30 ml de 
medio de expresión FreeStyle™ CHO suplementado, y 
precalentado a 37ºC. 
3) Incubación de las células en estufa de CO2 a 37°C, en atmósfera 
humidificada, con 8% de CO2 y en plataforma giratoria orbital a 
125 rpm (POS-300 Orbital shaker 50-300 rpm). 
4) Trasncurridas 24h, se realizó determinación del número de 
células viables y totales. La viabilidad celular fue ≥70%. 
5) Subcultivo de las células 24-48 horas después de su 
descongelación, sembrando 0.3x106 células viables/ml en medio 
de expresión suplementado y precalentado en matraces 
Erlenmeyer de policarbonato de 125ml, desechables y estériles, 
con 40 u 80 ml de volumen total de suspensión celular, 
respectivamente. 
Las células se subcultivaron cada 48-72 horas tras alcanzarse densidades 
de 1-1.5 x 106 células viables/ml aproximadamente. Se utilizaron matraces 
Erlenmeyer estériles desechables de policarbonato (125 ml) con tapón 
ventilado, conteniendo 40 ml de volumen total de suspensión celular según 
el siguiente proceso: 
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1) Recuento de células viables y totales, y posterior cálculo de la 
dilución necesaria para el sembrado de los nuevos matraces a 
0,05-0,2 x 106 células viables/ml. 
2) Dilución de las células en medio de expresión FreeStyle™CHO, 
suplementado y precalentado, para obtener una densidad 
celular final de 0,05-0,2 x 106 células viables/ml en el volumen 
final deseado. 
3) Incubación de los matraces en estufa de CO2 a 37°C, en 
atmósfera humidificada con 8% de CO2, en agitación mediante 
plataforma orbital a 120 rpm. 
4) Repetición de los pasos 1-3 para mantenimiento o expansión de 
las células 
Para la congelación, tras etiquetar los crioviales y preparar el medio de 
congelación (FreeStyle™ CHO Expression Medium 0.9 ml + DMSO 0.1 ml), 
se siguió el siguiente protocolo: 
1) Cultivo de células en matraces agitadores, recolectando a 
densidad celular de 1 x 106 células viables/ml. Transferencia de 
las células a un tubo de centrífuga cónico estéril (Falcon 50 ml; 
Beckton Dickinson). 
2) Recuento de células viables y totales en cámara de Neubauer y 
cálculo del volumen de medio de congelación requerido para 
obtener una densidad celular final de 1 x 107 células 
viables/ml. 
3) Centrifugación a 100 x g durante 5 minutos a temperatura 
ambiente y aspiración o decantación cuidadosa del medio 
sobrenadante. 
4) Resuspensión de las células en el volumen predeterminado de 
medio de congelación frío. 
5) Colocación de los crioviales en gradilla y adición de una 
alícuota de 1 ml de la suspensión celular en cada tubo. 
6) Congelación de las células a -80ºC y transferencia de los viales 
congelados a nitrógeno líquido a las 48-72h para el 
almacenamiento a largo plazo.  
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La viabilidad de las células en suspensión se determinó en función de la 
integridad de sus membranas celulares, evaluando para ello la capacidad de 
exclusión de colorantes que muestran las mismas cuando se encuentran 
intactas. Para este fin se utilizó el método basado en la tinción con colorante 
Azul Tripán. Esta determinación rutinaria de las células no teñidas viables se 
realizó mediante recuento visual en cámara de Neubauer (Hausser 
Scientific). Se añadió 0,1 ml de Azul Tripán (400 mg de colorante vital 
Trypan blue, 810 mg NaCl, 60 mg K2HPO4, 50 mg metil phidroxibenzoato en 
100 ml H2O; pH: 7,2-7,3, Invitrogen) por cada 0,9 ml suspensión celular. Tras 
5 minutos, la mezcla se cargó en la cámara y se procedió al recuento e 
identificación de células teñidas (no viables). 
 Protocolo para la preparación de Maxi preparaciones de ADN 3.2.2.2.2.
Para la transfección celular con el plásmido pcDNA3.1(+)_ccrFSH, la 
obtención de ADN plasmídico a gran escala y en condiciones de bajo 
contenido de endotoxinas, se llevó a cabo utilizando el kit comercial 
GeneJET Endo-Free Plasmid Maxiprep Kit (Thermo Fisher Scientific), basado 
en una modificación del principio de lisis alcalina.  
El procedimiento fue el siguiente: 
1. Preparación del preinóculo: Se sembró a partir de una colonia 
aislada de placa  correspondiente a las bacterias DH5a 
transformadas con el plásmido pcDNA3.1(+)_ccrFSH en matraz 
de vidrio de 100 ml de capacidad con 20 ml de medio LB con 
ampicilina a 100 g/ml y se mantuvo durante toda la noche a 
37ºC con agitación a 125 rpm. 
2. Adición de 5 ml del preinóculo del punto 1 a un matraz de cristal 
de 2l con 500 ml de medio LB-ampicilina (100 g/ml), seguido 
de incubación durante 16h a 37ºC en agitación 125 rpm.  
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3. Recolección del cultivo, centrifugación a 4ºC y 16.000 x g, 
eliminación del sobrenadante (medio de cultivo) y conservación 
del sedimento bacteriano hasta su procesamiento.  
4. Purificación del ADN plasmídico con el kit comercial GeneJET 
Endo-Free Plasmid Maxiprep Kit (Fermentas; actualmente, 
ThermoFisher Scientific), siguiendo las recomendaciones y 
protocolos del fabricante. En primer lugar se procede a la lisis 
alcalina del pellet bacteriano. A continuación, el lisado es 
neutralizado, para reanillamiento del ADN y precipitación de las 
proteínas y del ADN cromosómico. Los restos celulares y el 
precipitado son separados por centrifugación, cargándose  
posteriormente el sobrenadante que contiene el ADN plasmídico 
en la columna de purificación incluida en el kit. La alta 
concentración de sales del lisado crea condiciones apropiadas 
para la unión del ADN plasmídico a la membrana de sílice en la 
columna de centrifugación. El ADN adsorbido es lavado para 
eliminar contaminantes, usando dos soluciones de lavado con 
isopropanol y etanol respectivamente, lo que permite la 
eliminación de las sales y permite que el ADN purificado sea 
eluido con el tampón de elución en condiciones idóneas para su 
posterior uso en la transfección de las células CHO. 
5. Filtración del ADN plasmídico purificado a través de fitros de 
0.22 μm (Pall Life Sciences o Sarstedt) para esterilización de la 
solución. 
6. Cuantificación del DNA plasmídico en tampón Tris-HCl 10 mM 
de pH 8,0 mediante espectrofotometría (NanoDrop® ND-1000) a 
la longitud de onda de 260 nm, determinando su pureza en base 
a la relación de absorbancias a 260 y 280 nm (A260 / A280 = 1,8 - 
1,9). En la electroforesis en gel de agarosa se apreciará una banda 




Ilustración 24. Electroforesis en gel de agarosa de pcDNA3.1 purificado. 
Imagen en gel de agarosa de la forma superenrrollada de pcDNA3.1_ccrFSH 
tras purificación de ADN plasmídico a partir de Maxi Prep. M = Marcador de 
bp; A = 0,5 μg de ADN; B = 0,7 μg de ADN 
Una vez cultivadas las células FreeStyleTM CHO-S y preparado el ADN 
plasmídico pcDNA3.1(+)_ccrFSH, se procedió a la transfección celular 
siguiendo los protocolos recomendados por el proveedor, según se indica a 
continuación:  
 Protocolo para la transfección del ADN pcDNA3.1(+)_ccrFSH 3.2.2.2.3.
en células CHO 
Para la producción de cada lote de ccrFSH se transfectaron las células 
CHO en suspensión mediante el siguiente procedimiento: 
1. Subcultivo de las células CHO a 5-6 x 105 células/ml 24 horas 
antes de la transfección. Colocación de los matraces con las 
células FreeStyle™ CHO-S a la densidad indicada en un 
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volumen de 30 ml en plataforma giratoria orbital a 125 rpm a 
37°C, en estufa al 8% de CO2 y atmósfera humidificada.  
2. En el momento de la transfección, la densidad celular debe ser de 
aproximadamente 1.2-1.5x106 / ml. Dilución de las células a 
1x106 / ml. Para asegurar adecuados resultados de transfección, 
la viabilidad de las células debe ser superior al 95%. Adición de 
30 ml de suspensión celular en cada matraz de agitación de 125 
ml. 
3. Inversión suave, varias veces (sin vórtex), del tubo con el 
reactivo de transfección FreeStyle™ MAX Reagent (Invitrogen).  
4. Dilución de 37.5 μg de ADN plásmido en OptiPro™ SFM 
(Invitrogen) a un volumen total de 0.6 ml y mezcla (Tubo A). En 
un tubo separado, diluir 37.5 μl de reactivo de transfección 
FreeStyle™ MAX en Opti-Pro™ SFM a un volumen total de 0.6 
ml (Tubo-B) y mezclar suavemente invirtiendo el tubo. Agregar 
inmediatamente reactivo de transfección FreeStyle™ MAX 
diluido (Tubo A) al diluido de la solución de ADN (Tubo B) para 
obtener un volumen final total de 1.2 ml. Mezclar suavemente. 
5. Incubación de la mezcla DNA-FreeStyle™ MAX (Tubos A+B) 
durante 10 minutos a temperatura ambiente para permitir la 
formación de complejos. No exceder los 20 minutos. 
6. Agregar lentamente la mezcla de 1,2 ml que contiene el complejo 
DNA-FreeStyle™ MAX en el matraz de 125 ml que contiene las 
células mientras se gira lentamente el matraz. 
7. Incubación de los cultivos de células transfectadas a 37°C y 8% 
de CO2 en plataforma con agitación orbital a 125 rpm. No se 
requiere cambiar ni complementar el medio de cultivo durante 
los primeros 7 días de cultivo post transfección. 
8. La expresión de ccrFSH se detectó en el medio de cultivo por 
Western Blot a partir del día 2 post transfección utilizando el 
anticuerpo anti-β-FSH desarrollado y siguiendo el protocolo 
descrito previamente. Se observó una señal máxima entre los 
días 3 y 6 tras la transfección. 
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9. Seis días tras la transfección, los cultivos se centrifugaron a 3500 
rpm con el fin de separar las células del sobrenadante. Este se 
conservó  refrigerado a 4ºC hasta su utilización (24-48h) en el 
proceso de purificación de la gonadotropina recombinante 
ccrFSH.  
 
Ilustración 25. Western blotting seguimiento expresión ccrFSH. 
Western Blotting de medio de cultivo recogido los días 0-9 tras transfección de 
CHO con pCDNA3.1_ccrFSH. 
En los experimentos preliminares se incluyó un control positivo (pCMV 
SPORT-βgal) y un control negativo (sin ADN ni Reactivo FreeStyle™ MAX), 
para una mejor evaluación de los resultados. 
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3.2.2.3. Purificación de las gonadotropinas recombinantes 
aviares 
El medio de cultivo recogido en el punto anterior fue posteriormente 
utilizado para la purificación de la gonadotropina recombinante ccrFSH.  
Los sobrenadantes (V = 1 litro de medio de cultivo) de las células CHO 
transfectadas transitoriamente con el vector de expresión 
pcDNA3.1(+)_ccrFSH se recogieron el día 6º post transfección. La separación 
de las células y su sobrenadante se realizó por centrifugación durante 15 
minutos a 3500 rpm y 4ºC en tubos de 50 ml. Las células se desecharon y el 
medio de cultivo (~1000ml) se dividió en 10 alícuotas. A continuación, se 
realizadon 10 carreras de purificación siguiendo el protocolo descrito 
anteriormente, inyectando cada vez un volumen de 100 ml de medio de 
cultivo en el equipo ÄKTApurifier (GE Healthcare). De cada proceso de 
purificación se obtuvieron 14 ml, lo que resultó en una concentración 7X 
(teórico) de la hormona respecto al medio de cultivo original. El volumen 
total obtenido en los 10 ciclos de purificación fue de 140 ml.  
La muestra resultante fue posteriormente dializada frente a tampón 
fosfato salino (PBS), utilizando membranas de diálisis de 12-14000 MWCO 
(Iberlabo) que contenían la muestra en su interior y selladas en sus extremos 
con pinzas. La membrana fue sumergida durante toda la noche en vaso de 
precipitado de 1l con PBS a 4º C y en agitación. La muestra final resultante se 
sometió a un filtrado de 0.22 m para esterilización (Filtropur S 0,2 μm; 
Sarstedt), se analizó en geles SDS-PAGE y se cuantificó (Bradforf) para 
estimar el rendimiento del proceso. 
 
El rendimiento obtenido por un litro de cultivo de células CHO 




Tabla 11. Rendimiento tras purificación de ccrFSH a partir de 1 l de cultivo. 
Proteína recombinante Concentracion Volumen Cantidad total 
ccrFSH 14,3 g/mL 140,0 mL 2,002 mg 
La detección de crFSH purificada se llevó a cabo mediante electroforesis 
en gel SDS-PAGE y tinción con Azul de Coomassie y Western blotting  con 
anti-β-FSH, anti-β-LH y anti-α-FSH/LH. En la tinción con Azul de 
Coomassie pudo apreciarse una región teñida en la zona entre 45 y 60 KDa 
compatible con lo esperado en ccrFSH. En el Western blotting, se apreció 
señal tras incubación con anti-β-FSH y anti-α-FSH/LH, pero no cuando la 
membrana se incubó con anti-β-LH. La señal en barrido, en la región de peso 
molecular entre 45 y 60 KDa coincidió con la observada en la tinción con 
Azul Commassie y fue semejante a la obtenida por otros grupos en la 
expresión de FSHs (Klein et al., 2003). Esta señal en barrido es atribuida a la 
presencia de moléculas con diferente estado de glicosilación y, por tanto, con 
diferentes pesos moleculares (Butnev et al., 2015). 
 
Ilustración 26. Tinción con Azul de Coomassie y Western blotting de ccrFSH 
En la imagen izquierda, tinción con Azul de Coommasie del gel SDS-PAGE. En 
la derecha, Western blotting tras incubación con anti-β-FSH. Carga en pocillo: 8μl 
de proteína purificada + 8μl tampón de carga (2X). 
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3.2.3. Purificación de hormonas hipofisarias 
La adenohipófisis aviar se encuentra alojada en la silla turca esfenoidal 
(como en mamíferos), mientras la pars tuberalis y la neurohipófisis ocupan 
una posición craneal fuera de esta estructura ósea (Sasaki et al., 2003). Esta 
circunstancia permite la obtención del tejido adenohipofisario sin tejido 
neurohipofisario al colectar sólo el tejido presente en el interior de la silla 
turca.  
3.2.3.1. Obtención de adenohipófisis de pavo  
Para la obtención de FSH y LH hipofisarias de pavo, se procedió, como 
paso previo, a la recolección y almacenamiento de 10.000 adenohipófisis de 
esta especie doméstica para su posterior procesado. 
 Tras la sección coronal del cráneo a nivel del borde posterior del globo 
ocular y localización de la silla turca en el suelo de la cavidad craneal, las 
adenohipófisis se extrajeron con pinzas quirúrgicas. Las cabezas de estos 
animales fueron proporcionadas por mataderos industriales y utilizadas 
para la extracción de adenohipófisis en las cuatro horas posteriores al 
sacrificio y en cámara fría (4ºC). El peso de los animales osciló entre los seis y 
doce kilogramos, y su edad entre 15 y 21 semanas. 
Las 10.000 adenohipófisis fueron almacenadas regularmente en acetona a 
4ºC durante un máximo de seis meses hasta su purificación. 
La purificación de las gonadotropinas se realizó en colaboración con la 
empresa Protein Alternatives S.L. (Madrid), especializada en la producción y 
purificación de proteínas 
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3.2.3.2. Extracción de las glicoproteínas hipofisarias  
La extracción de la fracción glicoproteica a partir del tejido 
adenohipofisario según el procedimiento descrito en 1969 (Hartree y 
Cunningham, 1969), y que se resume a continuación. 
Las adenohipófisis se extrajeron de la acetona y se secaron al aire 
(temperatura ambiente). Una vez secas, fueron pulverizadas por medios 
físicos (aplastamiento en mortero de porcelana). El polvo resultante de las 
10.000 adenohipófisis pesó 39,6 gramos, lo que supone un peso aproximado 
de 4 mg/hipófisis. Los 39,6 g de polvo hipofisario fueron posteriormente 
homogeneizados en 400 ml del tampón de extracción: 6% Acetato de 
amonio, pH 5.1, en 40% de etanol (v/v). 
El proceso de extracción se llevó a cabo mediante homogeneizador Ultra-
Turrax T10 basic (IKA, Germany) a 4ºC durante veinte minutos. Una vez 
homogeneizado el polvo, se mantuvo en agitación (agitador magnético) a 
4ºC durante 24 horas. Tras centrifugación (20 min a 1.800 x g) se separó el 
sobrenadante y se guardó a 4ºC (1ª Extracción). Se añadieron 200 ml del 
tampón de extracción al pellet, se homogeneizó de nuevo y se dejó en 
agitación a 4ºC durante 24 horas más. Tras una segunda centrifugación en 
iguales condiciones a las utilizadas en el paso anterior, el sobrenadante 
obtenido (2ª Extracción) se mezcló con la 1ª Extracción (Extracción Total).  
Posteriormente se añadieron dos volúmenes de etanol (96%) enfriado a    
-20ºC, lentamente y en agitación. La disolución se mantuvo en agitación 
(agitador magnético) durante 24 horas, al término de las cuales, y tras 
centrifugación (30 min; 1.800 x g), se obtuvo el precipitado glicoproteico 
esperado. El precipitado fue lavado con etanol (96%), etil éter y acetona, 
secado en vacío y resuspendiendo en 210 ml de solución 50 mM Tris-HCl 
pH 8,0. El 40% de esta disolución (80 ml) fue almacenado en alícuotas de 1 
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ml a -80ºC y recibió la denominación EGP. El resto, se utilizó para 
separación cromatográfica según se describe en el apartado siguiente. 
3.2.3.3. Purificación de las glicoproteínas hipofisarias mediante 
cromatografía de intercambio iónico  
La purificación de las hormonas LH y FSH se llevó a cabo partiendo del 
60% del extracto gliproteico resuspendido en tampón 50 mM Tris-HCl pH 
8,0. Se empleó una columna HiLoad 26/10 Q de intercambio aniónico (GE 
Healthcare) y el equipo de cromatografía AKTA Purifier 10 (GE Healthcare). 
El extracto a purificar fue previamente clarificado mediante centrifugación 
durante 30 minutos a 10000 x g y filtrado (0.45 m) antes de la carrera 
cromatográfica. 
En la cromatografía se empleó como tampón de unión: 50 mM Tris-HCl 
pH 8,0 y como tampón de elución: 50 mM Tris-HCl, 500 mM NaCl, pH 8,0. 
En cada proceso cromatográfico se cargaron 50 ml de solución de extracto 
glicoproteíco y se lavó la columna con 4 CV (4 volúmenes de columna) antes 
de proceder con el gradiente de elución, en 10 CV de 0% a 100% de tampón 
de elución. Se recogieron fracciones de 12.5 ml, tanto de las proteínas no 
retenidas como del gradiente de elución para su posterior análisis mediante 
tinción con Azul de Coomassie, inmunodetección por Western blotting con 
los anticuerpos específicos y cuantificación de las glicoproteínas purificadas 
mediante ensayo de Bradford. 
Los tampones finales para cada una de las hormonas nativas purificadas 
fueron:  
 50 mM Tris-HCl pH 8,0 en el caso de la LH. 
 50 mM Tris-HCl, 250 mM NaCl, pH 8,0 en el caso de la FSH. 
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3.2.3.4. Inmunodetección de las glicoproteínas hipofisarias 
purificadas  
Para la detección mediante Western blotting de las gonadotropinas 
hipofisarias purificadas se emplearon los sueros policlonales de conejo anti-
β-FSH y anti-β-LH desarrollados previamente. La electroforesis en geles 
SDS-PAGE de las muestras a analizar se llevó a cabo en gel de acrilamida 
(12.5%) a 200 V durante 45 minutos. Posteriormente se transfirieron las 
proteínas del gel a membrana de nitrocelulosa según se describió 
previamente. La membrana con las proteínas transferidas fue bloqueada a 
continuación durante 1 hora a temperatura ambiente y en agitación con una 
solución PBS + 0.05% Tween + 5% leche desnatada en polvo. Tras el bloqueo 
de las membranas se añadieron los anticuerpos correspondientes (anti-β-LH 
o anti-β-FSH) a una dilución 1:1000 en el mismo tampón empleado durante 
el bloqueo y se incubó con agitación durante 1 hora. Tras la incubación con 
el anticuerpo primario se realizaron tres lavados con tampón PBS + Tween 
0.05% antes de añadir el anticuerpo secundario (Goat Anti Rabbit IgG-HRP 
,Sigma-Aldrich) diluido 1:10.000 en PBS + 0.05% tween + 1% leche desnatada 
en polvo. Tras esta incubación se procedió a lavar 3 veces con PBS + Tween 
0.05% y un lavado final con PBS. 
El revelado de la reacción se llevó a cabo usando el reactivo 
quimioluminiscente ECL (GE Healthcare). 
Tabla 12. Rendimiento proteico de fracciones purificadas a partir de 








1ª Extracción 2,284 375 856,5 
2ª Extracción 0,96 175 168 
Extracción Total 1,916 550 1053,8 
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Sobrenadante tras precipitación 0,268 1600 428,8 
Extracto Total tras precipitación 
(EGP) y resuspensión 
2,288 210 480,5 
LH purificada (LH IEX) 0,261 253,5 65,8 
FSH purificada (FSH IEX) 0,402 176 70,7 
Las fracciones denominadas LH IEX y FSH IEX son el resultado de la 
combinación de las fracciones inmunorreactivas (por Western blotting) frente 
a anti-β-LH y anti-β-FSH respectivamente. Según esta técnica, la fracción 
FSH (FSH IEX) mostró contaminación por LH, mientras la fracción LH (LH 
IEX) no mostró contaminación por FSH. 
La electroforesis en gel SDS-PAGE mostró proteínas contaminantes en 
las fracciones de FSH IEX 
 
Ilustración 27. Cromatograma obtenido en cromatografía de intercambio iónico a 




Ilustración 28. Western blotting de las fracciones cromatográficas tras incubación 
con anti-β-FSH y anti-β-LH 
E1= 1ª Extracción, E2= 2ª Extracción, Et= E1 + E2, ET= Extracción Total 
resuspendido tras la precipitación. Números representan diferentes fraciones 
cromatográficas obtenidas. Se aprecia señal LH en las fracciones en que 
predomina señal FSH (25 – 33). 
 
Figura 2. Análisis por tinción con Azul de Coomassie de las fracciones de la 
purificación por intercambio iónico 
E1: primera extracción, E2: segunda extracción, Et: E1 + E2, ET: extracto 
resuspendido tras la precipitación. 
M E1 E2 Et ET 5  6  7  8  9 10 11 12 
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Figura 3. Análisis por tinción con Azul de Coomassie y Western blotting de las 
fracciones EGP, LH IEX  y FSH IEX obtenidas a partir de adenohipófisis 
de pavo 
3.2.4. Ensayo in vitro 
Para la valoración de la actividad biológica de las gonadotropinas aviares 
recombinantes, se puso a punto la técnica de incubación de células de la 
granulosa obtenidas a partir de folículos ováricos de gallina, y la 
determinación de la concentración de progesterona secretada por estas 
células en respuesta al estímulo hormonal específico FSH y LH (Hammond 
et al., 1981). 
3.2.4.1. Incubación de células de la granulosa 
La técnica de separación de la capa granulosa, disgregación celular e 




con ligeras variaciones sobre los métodos descritos en trabajos previos 
(Hammond et al., 1981; Huang y Nalbandov, 1979; Zakar y Hertelendy, 1980) 
según se expone a continuación. 
Para la obtención de folículos jerarquizados, se sacrificaron gallinas 
ponedoras en ciclo de puesta mediante dislocación cervical tras sedación-
anestesia con 50 mg/kg de ketamina (Intervet) y 5mg/kg de xilacina (Calier) 
administrados por vía intramuscular en músculo pectoral. 
A continuación, los folículos ováricos se individualizaron mediante 
sección del pedículo, se depositaron en suero fisiológico a 4ºC y se 
ordenaron por tamaño (F1→F5). Los folículos F1 y F5 se seleccionaron para 
realizar las posteriores etapas del experimento. 
 
Ilustración 29. Jerarquía folicular (F1-F6) en gallina ponedora 
Tras incisión con bisturí de la pared folicular en el polo opuesto al 
pedículo, se dejó fluir el contenido (vitelo) manteniendo el folículo 
suspendido por el pedículo sobre placa de Petri con suero fisiológico frío. Al 
finalizar la salida de vitelo, la capa granulosa se desprende espontáneamente 
del folículo fluyendo al exterior y apreciándose como una membrana 
semitransparente. Para su identificación es útil colocar un fondo oscuro bajo 
la placa de Petri. 
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Ilustración 30. Capa granulosa recién desprendida de un folículo F1 de gallina 
Las capas de la granulosa así obtenidas fueron sometidas al siguiente 
proceso: 
 Lavados en tubo de ensayo de 50 ml con 30 ml de suero 
fisiológico a temperatura ambiente para la eliminación del 
vitelo adherido a la granulosa. 
 Digestión enzimática para dispersión celular en medio 
completo [M199 + Sales de Hank + 10mM HEPES + L-
glutamina + L-aminoácidos (GIBCO) + 0,1 mg/ml BSA 
(Sigma) + Penicilina G (100UI/ml) (GIBCO) + Streptomicina 
(0.1 mg /ml) (GIBCO)] + 65 mg/ml de colagenasa tipo I 
(Sigma) ajustado a pH 7,4 durante 10 minutos, a 37ºC, con 
aspiración y eyección cada minuto con jeringa de 1 ml sin 
aguja. Para la digestión se utilizaron 3 ml de medio para una 
capa granulosa de folículo F1 o para tres capas de folículos F5. 
 Dilución en tres volúmenes del medio completo (sin 
colagenasa) y centrifugación (600 x g) durante siete minutos. 
Repetición del proceso tres veces. 
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 Filtrado (50 μm) (Becton Dickinson) de la suspensión para 
eliminación de grumos y agregados celulares, centrifugación 
(600 x g) durante siete minutos, recuento celular y ajustado de 
la suspensión a 0,15 x106 células/ml en medio completo. 
 Evaluación del porcentaje de viabilidad celular mediante 
tinción con Azul Tripán (Invitrogen). 100 μl de medio de 
incubación con células de la granulosa se mezclaron con 100 μl 
de disolución de Azul Tripán al 0,4 % durante un minuto. Las 
células fueron contadas en cámara de Neubauer. El porcentaje 
de células viables se calculó mediante la siguiente fórmula: 
Células viables = 
                  
               
 x 100 
 Distribución en placas de cultivo celular de alícuotas de 300 μl 
en placas de 24 pocillos (NUNC) en agitación (60 ciclos/ 
minuto) a 37ºC. 
Las gonadotropinas se añadieron a los pocillos de incubación a 
concentraciones en el rango de μg/ml. Las disoluciones de los diferentes 
preparados de gonadotropinas se añadieron en un volumen de 75 μl por 
cada mililitro de suspensión celular. En el caso de la suspensión celular 
utilizada como control negativo se añadió el mismo volumen de medio 
completo por mililitro de suspensión. 
Las incubaciones tuvieron una duración de tres horas. Al final de la 
incubación, las placas fueron centrifugadas (800 x g, 10’) y se recogió el 
sobrenadante de cada pocillo, conservándose éste a -20ºC hasta el análisis de 
la concentración de progesterona en el medio de incubación. 
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3.2.4.2. Cuantificación de la secreción de progesterona en el 
medio de incubación. 
Las muestras de las diferentes incubaciones se purificaron mediante 
extracciones líquido-líquido con acetato de etilo 1:1 (volumen:volumen) y 
centrifugación, con el fin de recuperar la fracción liposoluble en la fase 
orgánica. 
La cuantificación de la producción de progesterona se realizó mediante 
cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC) con detección por 
espectrometría de masas de triple cuadrupolo (MS-MS, QuatroMicro, 
Micromass) (Tai et al., 2006).  
La técnica HPLC-MS/MS se basa en la combinación de la capacidad de 
separación física de la cromatografía líquida con la capacidad del análisis de 
masa de la espectrometría de masas. Es una técnica utilizada en diversas 
aplicaciones que tiene una elevada sensibilidad y selectividad. 
El equipo estuvo constituido por un espectrómetro de masas triple 
cuadrupolo Quattro Micro (Micromass, Manchester, RU), equipado con una 
fuente de ionización Z-spray. La introducción de la muestra en el 
espectrómetro se realizó mediante un sistema de cromatogafía líquida de 
alta eficacia (Shimadzu), formado por una bomba LC-10ADvp, un 
autoinyector SIL-10ADvp y un controlador  SLC-10Avp (Torrance, CA). Para 
el manejo del equipo y el procesado de los datos se utilizó el programa 
informático MassLynx 4.1 (Waters corporation, Manchester, UK). 
De modo previo a su inyección en el sistema HPLC-MS/MS, las 
muestras se sometieron a un proceso de purificación mediante extracciones 
líquido-líquido como se indica a continuación: 300 l de plasma o de medio 
de cultivo se extrajeron con 300 l de acetato de etilo y, tras la centrifugación 
a 2000 g durante 5 minutos, se recuperó la fase orgánica. Este proceso se 
repitió dos veces más. Al finalizar el proceso de extracción, los 900 l de fase 
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orgánica se desecaron con N2. Una vez eliminada la fase orgánica, el resto se 
disolvió en 300 L de etanol al 100%. 40 l de esta solución fueron 
inyectados directamente en el sistema HPLC-MS/MS. 
La separación cromatográfica se realizó en fase reversa utilizando como 
fase estacionaria una columna Phenomenex Prodigy C18 (Phenomenex), de 
100 x 2 mm, con un tamaño de partícula de 3 μm y a temperatura ambiente. 
Como fase móvil se utilizó un flujo constante de 0.2 ml/min y con el 
siguiente gradiente, donde la fase A es ácido fórmico al 0.1% y la fase B es 
metanol (tiempo en minutos/porcentaje de fase A): 0/50; 2/50; 5/5; 10/5; 
10.1/50 y 15, 50. Con estas condiciones cromatográficas el tiempo de 
retención de la progesterona fue de 9,5 minutos. 
Las condiciones del espectrómetro de masas fueron las siguientes: 
Electrospray, negativo; energía del capilar, 3.5 KeV; temperatura de la 
fuente, 120 ºC; gas de secado y nebulización, nitrógeno (flujo: 300 y 30 l/h) y 
gas de colisión, argón (1.5x10-3 mbar). La máxima señal analítica para la 
progesterona se obtuvo en la transición 315,2-109 con una energía del cono 
de 35 V y una energía de colisión de 25 V. 
La cuantificación de la progesterona en las muestras se realizó 
inyectando en el espectrómetro una batería de concentraciones conocidas 
entre 0,01 ng/ml y 50 ng/ml en EtOH 100%. En todos los casos el coeficiente 
de correlación fue superior a 0,99. 
3.2.5. Administración de los tratamientos in vivo. 
La administración de los tratamientos se realizó por vía intramuscular en 
músculo pectoral mediante inyección con jeringa de 1 ml y aguja 28G.  
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3.2.6. Necropsia y medición de folículos ováricos y 
oviducto. 
El sacrificio de los animales tratados previo a necropsia se llevó a cabo 
mediante inyección intrapulmonar de 200 mg de embutramida + 50 mg de 
ioduro de mebezonio + 5 mg de hidrocloruro de tetracaína (T-61, Merck 
Sharp & Dohme Animal Health), previa anestesia con ketamina/xilacina. 
En la necropsia, se practicó la disección y exéresis del ovario y del 
oviducto y se procedió a su fijación en formol al 4%. El peso del ovario y la 
medición del diámetro de los folículos se llevó a cabo tras la fijación, dado 
que el endurecimiento de la estructura folicular facilita la medición sin que 
se produzcan cambios significativos con respecto a la medición de los 
folículos en fresco (Gilbert et al., 1983). La toma de medidas se realizó 
mediante pie de rey. En el caso de los folículos de tamaño inferior a dos 
milímetros, la medición se realizó bajo visualización con lupa (4X) del 
ovario. 
Los oviductos se obtuvieron mediante disección desde el infundíbulo 
hasta la unión uterovaginal. 
3.2.7. Ecografía 
En las exploraciones ecográficas se utilizó un ecógrafo portátil (Viamo 
SSA-640A, Toshiba) con sonda de tipo lineal y frecuencia variable de 6,2 a 11 
MHz (PLT-704ST, Toshiba). 
Tras la aplicación de gel para transmisión de ultrasonidos (Aquasonic, 
Parker) la sonda se colocó en la región subcostal izquierda con leve presión y 
se orientó en diferentes ángulos de giro para el barrido ecográfico de la 
región ovárica en busca de estructuras foliculares o de huevos en formación 
en el oviducto. La medición de los folículos se realizó mediante cursores 
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electrónicos e identificando la línea de pared folicular de los folículos de 
aspecto circular en su diámetro máximo. En el caso de folículos 
preovulatorios resultó habitual encontrar estas estructuras con ligeras 
deformaciones de su estructura circular; ante esta circunstancia se realizaron 
dos mediciones y se consideró la media de ambas. 
Dado que la presencia de plumas (rellenas de aire) dificulta la 
transmisión de los ultrasonidos, previamente a la práctica de las 
exploraciones ecográficas se procedió a la eliminación por tracción de las 
plumas en un área de 2 cm2 de la piel en  la región subcostal izquierda. La 
exploración ecográfica no requirió la aplicación de anestesia o sedación. 
3.2.8. Inseminación artificial. 
La obtención de esperma e inseminación artificial en palomas se realizó 
según protocolos descritos (Cheng et al., 2002; Sontakke et al.,2004). En 
resumen, se realizó masaje abdominal inferior en sentido cráneo-caudal y se 
exprimió suavemente la cloaca en este mismo sentido con los dedos pulgar e 
índice del operador. El esperma fluyente se recogió en tubos capilares de 
hematocrito de 70 mm de longitud y 1,15 mm de diámetro interno (7411 
Deltalab). 
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Ilustración 31. Espermatozoides de paloma bravía tras dilución 1:40 en suero 
fisiológico 
La inseminación intraoviductal o intracloacal se llevó a cabo con 
volúmenes entre 2-24 μl. Para la visualización del oviducto, se aplicó 
manualmente presión suave sobre la región suprapúbica izquierda. 
Simultáneamente, mediante dos separadores (construidos con alambre), se 
separaron los pliegues cloacales para facilitar la visualización del oviducto. 
3.2.9. Incubación. 
Los huevos puestos mediante inducción hormonal del ciclo en paloma 
fueron incubados artificialmente en incubadora R-Com 20 (Rcom CMPNY, 
Canadá). Los huevos se incubaron a 37,5ºC con 50% de humedad relativa los 
primeros 15 días y 70 % los días restantes. Los huevos se mantuvieron en 
incubación un máximo de 21 días. 




La ovoscopia se realizó mediante ovoscopio portátil de bombilla de 
diodo emisor de luz –LED- (Copele). 
3.2.10. Mantenimiento de los pichones 
Tras la eclosión, los pichones fueron alimentados artificialmente con 
suero glucosado al 5% (Vitulia) durante las primeras 24 horas. Se 
administraron 200 μl cada 2 h por vía digestiva (intraesofágica) mediante 
jeringa de 1 ml y catéter intravenoso 22G (Becton Dickinson (BD), EEUU). 
Desde el 2º hasta el 8º día, se añadió al suero polvo de leche de arroz (Blemil 
Plus Arroz, Ordesa) en concentraciones crecientes. La concentración inicial 
fue de 1g/10 ml. La concentración final (4g/10ml) se mantuvo del 5º al 8º 
día. Se administraron 300 μl de esta solución cada 3 h los días 2º-5º, y cada 4 
h (400 μl) los días 5º-8º. Posteriormente, se añadió a la solución un triturado 
de semillas hervidas previamente durante una hora (semillas habitualmente 
utilizadas en la alimentación de las palomas adultas en nuestros ensayos). 
Este alimento se proporcionó mediante una jeringuilla a la que se acopló en 
su cono una tetina de biberón recortada de modo que el pichón pudiera 
introducir el pico y succionar dentro de la cavidad resultante. Los primeros 
diez días tras la eclosión, los pichones fueron mantenidos en la incubadora a 
37ºC,  los seis días siguientes a 30ºC y tres días a 26ºC antes de su paso a 
temperatura ambiente.  
3.2.11. Sexado molecular de aves 
El sexo de las aves está determinado cromosómicamente. En especies 
aviares, las hembras son heterogaméticas (ZW), mientras los machos son 
homogaméticos (ZZ). Tanto en el cromosoma Z como en el W se encuentran 
los genes codificantes de la cromo-helicasa de unión a ADN (CHD). Sin 
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embargo, existen diferencias en el número de nucleótidos en determinados 
intrones de estos genes según se encuentren en el cromosoma Z (CDH-Z) o 
el cromosoma W (CDH-W) (Griffiths et al., 1998). La amplificación de estos 
intrones mediante reacción en cadena de la polimerasa (PCR), proporciona 
dos productos de diferente tamaño molecular que, al ser separados 
mediante electroforesis, permiten determinar la existencia o no del gen Z. De 
este modo, en la electroforesis en gel de agarosa aparecerán dos bandas en el 
caso del sexo femenino y una sola banda en el sexo masculino (Fridolfsson et 
al., 1999). 
Las muestras de ADN se extrajeron a partir de plumas en las palomas 
adultas y  de fragmentos de 1 - 2 mm² de membrana corioalantoidea 
adherida al huevo tras la eclosión los pichones  y embriones obtenidos en los 
trabajos objeto de esta tesis. 
La obtención del ADN molde se realizó mediante el kit REDExtract-N-
Amp™ Tissue PCR Kit (Sigma-Aldrich) siguiendo las instrucciones del 
fabricante. En resumen, se procedió del siguiente modo: 
1. Descongelación de los reactivos. 
2. Dispensación de 100 μl de Solución de Extracción en un tubo 
Eppendorf de 1,5 ml para cada muestra. 
3. Adición de 25 μl de Solución de Preparación de Tejidos a cada 
tubo Eppendorf. Mezclado por pipeteo. 
4. Adición de la muestra a cada tubo. 
5. Incubación de las muestras a temperatura ambiente durante 
10 minutos. 
6. Incubación de las muestras a 95ºC durante 3 minutos en 
termobloque. 
7. Al terminar la incubación anterior, adición de 100 µl de la 
Solución de Neutralización a cada muestra. Mezclado en 
vórtex. 
8. Utilización de las muestras para la amplificación de forma 
inmediata o almacenamiento a 4º. 
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Los cebadores utilizados en la reacción de PCR fueron los denominados 
2550F y 2718R (Fridolfsson y Ellegren, 1999): 
 2550F (5'-GTTACTGATTCGTCTACGAGA-3')  
 2718R (5'-ATTGAAATGATCCAGTGCTTG-3') 
 
La reacción de PCR se llevó a cabo utilizando la mezcla comercial 
REDExtract-N-Amp Tissue PCR Kit (Sigma) a la que se añadieron los 
cebadores y el ADN molde. La mezcla final en cada tubo Eppendorf de 
microcentrífuga se describe en la siguiente tabla: 
Tabla 13. Mezcla de PCR para sexado molecular de aves 
Componente Volumen Concentración Final 
Agua libre de nucleasas (Sigma) 5,9 μL --- 
Mezcla REDExtract-N-Amp Tissue PCR Kit 10 μl --- 
Cebador 2550F 0,05 μl 0,4 μM 
Cebador 2718R 0,05 μl 0,4 μM 
DNA molde 4 μl --- 
Volumen total 20 μl  
 
La reacción se realizó en Termociclador Techne TC-312 programado para 
la ejecución de los siguientes ciclos térmicos y con tapadera calefactada a 
104ºC. 
Tabla 14. Programación  termociclador  PCR para sexado molecular 
Nº Ciclos Tiempo Temperatura 
1  2’ 94ºC 
1  30’’ 55ºC 
1  1’ 72ºC 











1  5’ 72ºC 
 
Finalizada la reacción, el contenido de cada microtubo se cargó en gel de 
agarosa (Sigma) al 2% en tampón tris-acetato-EDTA pH: 8,3 (TAE 1X) 
(Sigma) y se practicó la separación de las moléculas de ADN en cubeta de 
electroforesis con TAE 1X a 70 V durante 45 minutos. 
Una vez finalizada la separación, se visualizó el gel en transiluminador 
de luz ultravioleta ECX-20M (Labolan) para identificación visual de los 
fragmentos de ADN obtenidos por PCR. 
3.2.12. Análisis estadístico 
El análisis estadístico se llevó a cabo mediante el programa Microsoft 
Excel (2010). Se aplicó en todos los casos el análisis de la varianza de un 
factor (ANOVA) seguido de test de Tukey para el análisis de los resultados 
obtenidos. Las diferencias estadísticamente significativas se determinaron a 
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 ACTIVIDAD BIOLÓGICA IN VITRO DE CCRFSH, 4.1.
TPE, LH IEX Y ECG 
Con el objeto de valorar la actividad biológica de la FSH recombinante de 
codorniz (ccrFSH) obtenida con la metodología descrita anteriormente, se 
realizó un ensayo in vitro que determinara tanto dicha actividad como su 
especificidad de modo previo a su utilización in vivo. Este ensayo se basó en 
la capacidad de la FSH de inducir la secreción de progesterona en células de 
la granulosa de folículos preovulatorios de gallina. 
Además, dada la ausencia de una LH recombinante para el tratamiento 
combinado (FSH/LH) in vivo, que pudiera ser necesario en la inducción del 
ciclo ovárico completo en aves, fue considerado indispensable valorar la 
actividad in vitro de los preparados hormonales con supuesta actividad LH 
obtenidos previamente y mediante adquisición de un preparado comercial 
veterinario (Foligon®, Intervet). Los preparados hormonales sometidos a 
ensayo in vitro fueron: ccrFSH, extracto glicoproteico de adenohipófisis de 
pavo (EGP), LH obtenida por semipurificación en cromatografía de 
intercambio iónico (LH IEX) a partir de EGP y Foligon® (gonadotropina 
coriónica equina, eCG). 
FSH y LH activan receptores celulares diferentes y específicos en aves y 
desarrollan diferentes funciones biológicas a lo largo del ciclo ovárico (A. L. 
Johnson, 2014). Las células de la granulosa de los folículos preovulatorios 
aviares poseen capacidad esteroidogénica (síntesis y secreción de 
progesterona) y responden de modo diferencial al estímulo gonadotropo 
FSH o LH en función de su pertenencia a folículos preovulatorios con mayor 
o menor grado de madurez. En ensayos in vitro, las células de la granulosa 
de los folículos de gallina más maduros (F1) incrementan la secreción de 
progesterona al ser incubadas en presencia de LH, pero no en presencia de 
FSH. De modo inverso, las células provenientes de folículos preovulatorios 
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más inmaduros (F5), incrementan la secreción de progesterona al ser 
incubadas  en presencia de FSH, pero no de LH (Hammond et al., 1981; A. L. 
Johnson y Lee, 2016). 
Se realizaron pruebas preliminares para determinar las mejores 
condiciones de aislamiento de la capa granulosa de los folículos ováricos, el 
tratamiento enzimático para la dispersión de sus células y la evaluación de 
su viabilidad mediante tinción por exclusión con Azul Tripán (descrito en 
Material y Métodos). El porcentaje de células viables tras el proceso de 
disgregación e inmediatamente antes de los ensayos fue ≥ 95%. 
La gonadotropina coriónica equina (eCG o PMSG) posee doble actividad 
gonadotropa (FSH y LH) en aves (Armstrong, 1994; Wells et al., 1985), así 
como en mamíferos (Hoppen, 1994). Por este motivo, la eCG se utilizó en los 
ensayos in vitro como control positivo para comprobar tanto la integridad de 
los receptores FSHR y LHR como la capacidad de respuesta secretora de 
progesterona de las células de la granulosa tras el proceso de disgregación 
celular en incubación bajo estímulo gonadotropo. En los experimentos 
preliminares se determinaron las concentraciones (eCG) y tiempos óptimos 
para el ensayo, resultando en 4 UI/ml y 3 horas de incubación 
respectivamente, tanto para F1 como F5. 
Tras el aislamiento de células de la granulosa de folículos F1 y F5 de 
gallina, se procedió a su incubación en presencia de diferentes 
concentraciones de los siguientes preparados hormonales: 
 ccrFSH (0,15-1μg/ml) 
 LH IEX (0,13-0,26 μg/ml) 
 eCG (4 UI/ml) 
 EGP (1,6-3,1 μg/ml) 
 
 




Figura 4. Secreción de progesterona por células de la granulosa F5 tras incubación 
con gonadotropinas 
Secreción de progesterona por células de la granulosa (0,15 x106 células/ml) de 
folículos F5 de gallina incubadas durante tres horas con diferentes 
concentraciones de ccrFSH, LH IEX y eCG o sin estímulo gonadotropo (Control). 
Las columnas representan la media + DS de cada grupo de tratamiento. 
Diferentes letras indican diferencias estadísticamente significativas entre grupos 
(ANOVA seguido de test de Tukey; p ≤ 0,001; n = 3 réplicas por punto). 
Concentración de progesterona en Control = 13±1 ng/ml 
En la Figura 4 se representa el múltiplo (fold change) de concentración de 
progesterona en el medio de incubación con respecto a la concentración del 
Control (sin estímulo gonadotropo). El valor de Control se establece en 1 y 
es equivalente a la media de las concentraciones de los diferentes puntos de 
este grupo. El múltiplo con respecto a este valor fue el cociente resultante de 
dividir la media de cada uno de los grupos entre la media del grupo control. 
Esta operación se utilizó también en la representación de datos del 
experimento siguiente con células de folículos F1 (Figura 5). 
ccrFSH indujo la secreción de progesterona a concentraciones de 0,15; 
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de la concentración de ccrFSH. La máxima concentración de ccrFSH indujo 
un incremento de 11,3 veces en la concentración de progesterona en el medio 
con respecto a Control.  
En estudios realizados previamente, la concentración de FSH utilizada 
para la obtención de respuesta en este tipo de ensayos fue de 2 μg/ml 
(Hammond et al., 1981). En nuestras condiciones, la concentración de ccrFSH 
capaz de inducir respuesta máxima fue inferior a la citada. La razón de esta 
eficacia a menor concentración puede deberse a la contaminación por otras 
proteínas en la FSH utilizada por Hammond et al., así como a la naturaleza 
de esta FSH (FSH de pavo) o a la diferente estabilidad de ambas hormonas 
en el medio de cultivo entre otras posibles causas. 
eCG indujo un incremento en la secreción de progesterona, como era 
predecible, por su actividad FSH en aves. La secreción de progesterona 
inducida por ccrFSH a 0,7 μg/ml fue igual a la secreción inducida por eCG a 
4 UI/ml (p<0,001). 
La fracción semipurificada de LH (LH IEX) de adenohipófisis de pavo no 
indujo la secreción de progesterona en células pertenecientes a F5, lo que 
sugiere que la posible presencia de FSH contaminante en esta fracción es 
insuficiente para inducir respuesta esteroidogénica en las células de F5 en 
nuestras condiciones de ensayo in vitro. Además, la incubación con anti-β-
FSH de esta fracción no produjo señal en Western blotting en los ensayos 
realizados tras el proceso cromatográfico de purificación. 
Para la valoración de la actividad LH de los preparados gonadotropos 
disponibles, se llevó a cabo la incubación de células de la granulosa F1 con 
diferentes concentraciones de los mismos. 
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Figura 5. Secreción de progesterona por células de la granulosa F1 tras incubación 
con gonadotropinas 
Secreción de progesterona por células de la granulosa (0,15 x106 células/ml) de 
folículos F1 de gallina incubadas durante tres horas con diferentes 
concentraciones de eCG, LH IEX, EGP y ccrFSH o sin estímulo gonadotropo 
(Control). Las columnas representan la media + DS de cada grupo de 
tratamiento. Diferentes letras indican diferencias estadísticamente significativas 
entre grupos (ANOVA seguido de test de Tukey; p ≤ 0,001; n = 3 réplicas por 
punto). Concentración de progsterona en Control = 15,75 ± 0,68 ng/ml. 
Tanto la fracción LH IEX como el extracto glicoproteico de 
adenohipófisis de pavo (EGP) incrementaron significativamente la secreción 
de progesterona en células de la granulosa de folículos F1 Figura 5). Estos 
resultados demuestran que tanto EGP como LH IEX conservan actividad LH 
tras los procesos de extracción de la fracción glicoproteica a partir de 
adenohipófisis de pavo y la subsiguiente semipurificación por intercambio 
iónico descritos en el apartado “Purificación de hormonas hipofisarias”.  
eCG, también indujo el incremento en la secreción de progesterona en 
este ensayo, poniendo de manifiesto su capacidad para activar los receptores 
LH en aves, mientras ccrFSH no incrementó la secreción de progesterona en 
este ensayo ni siquiera a concentraciones superiores (1 μg/ml) a las que 
a 
b 
b b b b 
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indujeron respuesta máxima en el ensayo anterior en células de folículos F5. 
La concentración de progesterona en el medio de las células incubadas con 
ccrFSH fue igual a la de las células del control negativo. Este resultado 
sugiere que ccrFSH activa específicamente los receptores FSHR y no los LHR 
en estas condiciones experimentales. 
 
En resumen, los resultados de estos ensayos in vitro fueron: 
 ccrFSH, induce la secreción de progesterona en las células de 
la granulosa de folículos F5, pero no de F1. De ello se deduce 
que ccrFSH tiene actividad específica FSH y carece de 
actividad LH en las células de la granulosa de gallina en 
nuestras condiciones experimentales 
 LH IEX posee actividad específica LH, pero carece de 
actividad FSH a las concentraciones utilizadas 
 EGP posee actividad LH. La actividad FSH no fue 
determinada 
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 EFECTO BIOLÓGICO DE CCRFSH IN VIVO EN 4.2.
CODORNIZ 
Con el fin de valorar la actividad biológica in vivo de ccrFSH en codorniz 
común, se procedió a la administración parenteral de diferentes dosis de esta 
gonadotropina a codornices jóvenes en estado de inactividad reproductiva.  
Las dosis administradas fueron calculadas teniendo en cuenta las dosis 
efectivas en inducción de la espermatogénesis en machos de esta especie 
durante experimentos previos que no son objeto de esta tesis. En estos 
experimentos, las dosis de 0,4 y 0,6 μg/día fueron eficaces en la inducción  
de la espermatogénesis en machos de 40 días sometidos a fotoperiodo corto. 
Dosis inferiores no indujeron cambios significativos respecto a Control. 
Los animales experimentales fueron hembras de codorniz común de 42 
días de edad, alimentadas ad libitum y mantenidas en fotoperiodo corto de 8 
horas de luz y 16 de oscuridad diarias (8L:16O). En estas condiciones, las 
codornices permanecen en estado prepuberal sin desarrollo ovárico ni 
oviductal (Wakabayashi et al., 1992). 
Se establecieron cuatro grupos de individuos experimentales que 
recibieron diferentes tratamientos: 
 Grupo 1 (n=9): Control. 200 μl de suero fisiológico. 
 Grupo 2 (n=8): 0,4 μg de ccrFSH. 
 Grupo 3 (n=7): 0,6 μg de ccrFSH. 
 Grupo 4 (n=10): 0,8 μg de ccrFSH. 
Estas dosis se administraron durante 15 días cada 24 horas por vía 
intramuscular en músculo pectoral y en volumen de 200 μl. Los volúmenes a 
inyectar se ajustaron a 200 μl con suero fisiológico en cada grupo tratado con 
ccrFSH. 
EFECTO BIOLÓGICO DE LA FSH RECOMBINANTE DE CODORNIZ COMÚN EN LA INDUCCIÓN DEL CICLO OVÁRICO EN AVES 
166 
Veinticuatro horas tras la 15ª dosis, se practicó el sacrificio y necropsia y 
se realizó la exéresis ovárica y oviductal. Posteriormente, se midió y contó el 
total de folículos de diámetro ≥ 1 mm en cada individuo. La elección de estos 
folículos como parámetro de estudio estuvo fundamentada en su 
consideración de folículos en fase de crecimiento lento o prejerárquico en 
gallina y codorniz japonesa y, en general, en aves (A. L. Johnson, 2015; A. L. 
Johnson y Lee, 2016; Hrabia, Ha, y Shimada, 2004; Sreesujatha et al.,2016). 
Además, el papel de la FSH en el desarrollo inicial y la maduración de los 





 Figura 6. Folículos ováricos ≥ 1 mm tras tratamiento con ccrFSH en codorniz 
Administración de diferentes dosis de ccrFSH cada 24 h durante 15 días en 
codornices hembra. Edad: 42 días. Fotoperiodo: (8L:16O). Las columnas 
representan la media + DS del número de folículos ováricos por individuo de 
diámetro ≥ 1 mm para cada grupo de tratamiento. Diferentes letras indican 
diferencias estadísticamente significativas entre grupos (ANOVA seguido de 
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El número de folículos de diámetro ≥ 1 mm fue superior en los tres 
grupos tratados con ccrFSH respecto al grupo Control (Figura 6). Sin 
embargo, no existieron diferencias significativas entre los grupos tratados 
con diferentes dosis de ccrFSH a pesar de apreciarse una tendencia al mayor 
recuento de estos folículos en relación dosis dependiente.  
 
 
Ilustración 32. Aspecto macroscópico de los ovarios de las codornices de los 
grupos Control y tratadas con ccrFSH (0,8 μg) 
Administración de 0,8 μg de ccrFSH cada 24 h durante 15 días en codorniz 
hembra. Edad: 42 días. Fotoperiodo: 8L:16O. 




Figura 7. Folículos ováricos en categorías de 1-2 mm y 2-4 mm tras tratamiento con 
ccrFSH 
Administración de diferentes dosis de ccrFSH cada 24 h durante 15 días en 
codornices hembra. Edad: 42 días. Fotoperiodo: 8L:16O. Las columnas 
representan la media + DS del número de folículos ováricos por individuo cada 
grupo de tratamiento. Diferentes letras o símbolos indican diferencias 
estadísticamente significativas entre grupos (ANOVA seguido de Tukey; p ≤ 
0,001). 
Al establecer el recuento folicular en categorías por diámetro 1-2 y 2-4 
mm, las diferencias entre los grupos tratados con ccrFSH no fueron 
significativas, pero sí se apreció un mayor número de folículos de 2-4 mm en 
los grupos tratados con dosis superiores (Figura 7). No se encontraron 
folículos de diámetro ≥ 4 mm en ninguno de los individuos. 
El peso ovárico, directamente relacionado con el desarrollo folicular en 
aves (Henare et al., 2012), fue significativamente superior en los grupos que 
recibieron ccrFSH con respecto al Control, sin embargo, las diferencias no 
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hormona. El peso oviductal fue igual en todos los grupos, incluído el 
Control (Figura 8).  
 
 
Figura 8. Peso ovárico y oviductal tras tratamiento con ccrFSH 
Administración de diferentes dosis de ccrFSH cada 24 h durante 15 días en 
codornices hembra. Edad: 42 días. Fotoperiodo: 8L:16O. Las columnas 
representan la media + DS de cada grupo de tratamiento. Diferentes letras o 
símbolos indican diferencias estadísticamente significativas entre grupos 
(ANOVA seguido de Tukey; p ≤ 0,001). 
En las codornices comunes en ciclo de puesta espontáneo utilizadas 
como ponedoras para la cría de individuos experimentales en nuestros 
trabajos, el diámetro folicular mínimo de los folículos pequeños amarillos 
(SYF) identificados como tales por su aspecto macroscópico fue de 3,4 mm, 
mientras que los folículos jerárquicos tuvieron siempre un diámetro ≥ 5 mm.  
En este ensayo, se hallaron un total de seis SYF, cuatro en el grupo tratado 
con 0,8 μg de ccrFSH (3,92; 3,88; 3,68 y 3,63 mm) y dos en el grupo tratado 
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tanto, no se indujo el desarrollo de folículos jerárquicos mediante la 
administración de ccrFSH. 
En aves, la evolución de un folículo prejerárquico a la fase de crecimiento 
rápido (jerárquico) es debida a la acumulación masiva de vitelo ovocitario, 
cuya masa sólida está compuesta fundamentalmente por vitelogenina y 
VLDL. Ambas lipoproteínas se sintetizan en el parénquima hepático bajo 
estímulo estrogénico (Bujo et al., 1994; Deeley et al., 1977; A. L. Johnson, 2014; 
Ratna et al., 2016). Por tanto, la ausencia de acumulación de vitelo en los 
ovocitos en las codornices tratadas exclusivamente con ccrFSH podría 
deberse a la ausencia de síntesis hepática de vitelogenina y VLDL por 
insuficiente estímulo estrogénico. 
La ausencia de desarrollo oviductal observada en este experimento, 
también podría ser atribuida a la ausencia de estímulo estrogénico, dado que 
el desarrollo y crecimiento de esta estructura es dependiente de la 
exposición a estradiol (Dougherty y Sanders, 2005; Hrabia et al., 2014). 
Palmer y Bahr (1992) administraron FSH de origen porcino a gallinas 
ponedoras  de  80 semanas de edad (“viejas”). Estos animales presentan  un 
menor número de folículos blancos grandes (LWF) y folículos amarillos 
pequeños (SYF), y mayor número de folículos atrésicos que las gallinas 
jóvenes. La administración de dosis subcutáneas diarias (cinco días) de 12.5, 
50, 200 y 400 μg indujo un aumento en el número de LWF y SYF y una 
reducción del número de folículos atrésicos junto a un incremento en las 
concentraciones plasmáticas de estradiol en relación dosis dependiente 
(Palmer & Bahr, 1992). La principal fuente de estradiol en gallina son los 
folículos de 1-8 mm (SWF, LWF y SYF), sin embargo, es la actividad LH (y 
no la FSH) la que posee la actividad esteroidogénica (secreción de 
androstendiona y estradiol) sobre estos folículos (Robinson y Etches, 1986; 
Robinson et al., 1988). Dado que el experimento de Palmer y Bahr se realizó 
en gallinas en ciclo de puesta  con concentraciones de LH típicas de este 
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estado reproductivo (al inicio del experimento), se puede deducir como 
probable que la FSH promoviera el desarrollo de LWF y SYF, y que la 
actividad LH endógena, al actuar sobre estos folículos, fuera la responsable 
del incremento de estradiol plasmático. Sin embargo, no se han encontrado 
referencias bibliográficas de trabajos realizados por otros autores en relación 
a la administración aislada de FSH en aves reproductivamente inmaduras 
cuyos resultados pudieran  ser comparados con los de nuestros ensayos. 
Además, la administración de preparados obtenidos a partir de 
adenohipófisis de pollo con actividad FSH/LH durante dos semanas, sí 
induce el desarrollo folicular y oviductal completo (Mitchell, 1967b; Taber et 
al., 1958; Wakabayashi et al., 1992).  
Por tanto, se hipotetizó que, en el presente ensayo, la ausencia de 
desarrollo folicular más allá del estadio de folículo SYF tras tratamiento 
exclusivo con ccrFSH podría deberse, probablemente, al déficit de LH. 
Por otro lado, en este ensayo, los escasos folículos desarrollados hasta 
SYF se dieron en los grupos tratados con las dos dosis más altas de ccrFSH 
(0,6 y 0,8 μg). Este hecho sugirió la posibilidad de que dosis superiores de 
ccrFSH pudieran inducir un desarrollo folicular más avanzado que el 
observado con las dosis empleadas.  
Por estos motivos, en el siguiente experimento se procedió a la 
administración de una dosis superior de ccrFSH (1μg/24h)  y de ccrFSH y 
LH IEX de forma combinada. 
En resumen, los resultados de este ensayo in vivo fueron los siguientes: 
 La administración intramuscular diaria (0,4-0,8μg) de ccrFSH 
induce el desarrollo de folículos ováricos prejerárquicos de 1-4 
mm de diámetro pero no de folículos preovulatorios en codorniz 
prepúber. 
 Este protocolo no induce la secreción de estradiol necesaria para 
el desarrollo oviductal. 
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 EFECTO BIOLÓGICO DEL TRATAMIENTO 4.3.
COMBINADO CON CRFSH Y LH IEX IN VIVO EN 
CODORNIZ 
 
En el presente experimento se ensayó la administración de una dosis 
superior de ccrFSH (1μg/24h) y  de la fracción LH IEX de forma aislada y la 
combinación. 
Se utilizaron dos dosis diferentes de LH IEX: 17 y 34 μg/día. Estas dosis 
fueron equivalentes al rendimiento en purificación de 1,5 y 3 adenohipófisis 
de pavo a partir de su extracto glicoproteico, y son comparables (salvo 
diferencias en purificación y especie)  a las que resultaron eficaces en la 
inducción de desarrollo folicular completo en experimentos realizados por 
otros grupos  (Taber et al., 1958; Wakabayashi et al., 1992). 
Los individuos objeto del ensayo fueron hembras de codorniz común en 
condiciones idénticas a las del experimento anterior. 
Se establecieron cinco grupos experimentales que recibieron los 
siguientes tratamientos: 
 Grupo 1 (n=6): Control: 200 μl suero fisiológico 
 Grupo 2 (n=6): ccrFSH (1 μg) 
 Grupo 3 (n=6): LH IEX (34 μg) 
 Grupo 4 (n=6): ccrFSH (1 μg) + LH IEX (17 μg) 
 Grupo 5 (n=5) : ccrFSH (1 μg) + LH IEX (34 μg) 
Los tratamientos se administraron por vía intramuscular cada 24 horas. 
Los volúmenes de inyección se completaron hasta 200 μl con suero 
fisiológico añadido a cada preparado hormonal. La duración del tratamiento 
fue de 15 días.  
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Como en el anterior experimento, 24 horas tras la última administración 
hormonal se realizó la medición y recuento de los folículos ováricos de 
diámetro ≥ 1 mm, y se pesó el ovario y el oviducto. 
 
Figura 9. Folículos ováricos de diámetro ≥ 1 mm tras tratamiento con ccrFSH y LH 
IEX 
Administración en codornices hembra de ccrFSH (1 μg) sola o en combinación 
con dos dosis de LH IEX (17 y 34 μg) y 34 μg de LH IEX sola cada 24 h durante 
15 días. Edad: 42 días. Fotoperiodo: 8L:16O. Las columnas representan la media 
+ DS del número de folículos por individuo para cada grupo de tratamiento. 
Diferentes letras indican diferencias estadísticamente significativas entre grupos 
(ANOVA seguido de test de Tukey; p ≤ 0,001). 
La media de folículos ováricos de diámetro ≥ 1 mm fue superior en los 
grupos que recibieron tratamiento con ccrFSH y ccrFSH/LH IEX que en el 
grupo que recibió LH IEX exclusivamente y en Control (Figura 9). Sin 
embargo, no hubo diferencias significativas con respecto a este parámetro 
entre los grupos que recibieron tratamiento con ccrFSH con o sin LH IEX. 
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Ilustración 33. Aspecto macroscópico de los ovarios de los individuos tratados con 
ccrFSH o LH IEX de forma aislada y grupo Control  
 
Sólo en los grupos tratados con la combinación ccrFSH/LH IEX los 
folículos ováricos experimentaron crecimiento superior a 5 mm de diámetro 
(Figura 10). Este diámetro no se alcanzó en ningún caso en los grupos 
tratados sólo con ccrFSH o LH IEX y Control. En el grupo tratado con 
ccrFSH exclusivamente, el diámetro folicular máximo superó los 4 mm (SYF) 
en ocho folículos en un individuo y en dos en otro. En el grupo tratado con 
LH IEX, el tamaño folicular máximo registrado fue de 2,83 mm. 
Como se comentó anteriormente, en nuestras codornices en ciclo de 
puesta espontáneo el diámetro (observación propia) en los folículos 
jerárquicos (preovulatorios) fue siempre ≥5 mm. Por este motivo, se 
establecieron dos categorías en el recuento folicular: 1-5 mm (folículos 
prejerárquicos: SWF, LWF y SYF) y 5-16,12 mm (folículos 
jerárquicos/preovulatorios). 




Figura 10. Folículos ováricos agrupados por categorías según diámetro folicular 
tras tratamiento con ccrFSH y LH IEX 
Administración en codornices hembra de ccrFSH (1 μg) sola o en combinación 
con dos dosis de LH IEX (17 y 34 μg) y 34 μg de LH IEX sola cada 24 h durante 
15 días. Edad: 42 días. Fotoperiodo: 8L:16O. Las columnas representan la media 
+ DS del número de folículos por individuo para cada grupo de tratamiento. 
Diferentes letras o símbolos indican diferencias estadísticamente significativas 
entre grupos (ANOVA seguido de test de Tukey; p ≤ 0,001). 
El número de folículos de la categoría 1-5 mm fue mayor en el grupo 
tratado exclusivamente con ccrFSH que en el que recibió tratamiento 
combinado  ccrFSH/LH IEX (Figura 10). Dado que la presencia de folículos 
≥ 5 mm sólo se dio en los grupos de tratamiento combinado con ccrFSH/LH, 
se deduce que una parte (más de la mitad) de los folículos de diámetro 1-5 
mm entró en fase de crecimiento rápido (jerárquicos) por el efecto de LH IEX 
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Ilustración 34. Aspecto macroscópico de ovarios y oviductos del grupo tratado con 
ccrFSH (1 μg) + LH IEX (34μg).  




Figura 11. Peso ovárico y oviductal tras tratamiento con ccrFSH y LH IEX 

















Control LH 34 μg ccrFSH  ccrFSH + LH 
(17 μg) 










RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
177 
Administración en codornices hembra de ccrFSH (1 μg) sola o en combinación 
con dos dosis de LH IEX (17 y 34 μg) y 34 μg de LH IEX sola cada 24 h durante 
15 días. Edad: 42 días. Fotoperiodo: 8hL: 16hO. Las columnas representan la 
media + DS del peso ovárico y oviductal para cada grupo de tratamiento. 
Diferentes letras o símbolos indican diferencias estadísticamente significativas 
entre grupos (ANOVA seguido de test de Tukey; p ≤ 0,001). 
El análisis del desarrollo folicular y del  peso ovárico y oviductal puso de 
manifiesto el efecto de la administración de LH IEX en el desarrollo de estas 
estructuras. Dado que el desarrollo del oviducto en aves es dependiente de 
su exposición al estradiol, y que la LH induce la secreción de estradiol en los 
folículos de pequeño tamaño y en las células del estroma ovárico (Levorse y 
Johnson, 1994), el incremento en el peso oviductal del grupo tratado con LH 
IEX con respecto al grupo Control y al tratado con ccrFSH exclusivamente 
fue atribuido a la capacidad esteroidogénica de LH IEX sobre el ovario 
inmaduro sin desarrollo folicular. 
El peso oviductal fue significativamente superior en los animales 
tratados con ccrFSH/LH IEX en comparación con los tratados con LH IEX 
exclusivamente, lo que sugiere un efecto sinérgico (esteroidogénico) de 
ambas hormonas. Sin embargo, el mecanismo de esta sinergia presenta 
dudas. Por un lado, los folículos pequeños (SWF y LWF) son considerados 
como la fuente principal de secreción de estradiol en el ovario de las aves 
(Robinson y Etches, 1986). Además, el efecto esteroidogénico de la LH sobre 
estos folículos es muy superior al de la FSH (Robinson et al., 1988). Por tanto,  
el desarrollo de folículos pequeños inducido por ccrFSH y la acción de LH 
IEX sobre una mayor población de estos folículos podría explicar esta 
sinergia.  Por otro lado,  el hecho de que la FSH induzca la expresión de los 
receptores LHR en las células de la granulosa en gallina (A. L. Johnson & 
Woods, 2009) también podría ser una de las causas de esta sinergia. 
Sin embargo, aunque la principal fuente de estradiol en aves sea el 
conjunto de folículos prejerárquicos, la presencia de folículos jerárquicos en 
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los grupos tratados con ccrFSH/LH IEX podría constituir una fuente 
añadida de estradiol, donde la FSH indujera la secreción de progesterona en 
las células de la granulosa y esta fuera convertida a andrógenos y estradiol 
en las células de la teca bajo el efecto LH de LH IEX según el modelo “tres 
células-tres hormonas” (Nitta et al., 1991a, 1991b). 
Como en el experimento anterior, la administración aislada de ccrFSH no 
indujo el desarrollo oviductal, manifestando la incapacidad de esta hormona 
para la inducción de secreción de estradiol hasta niveles propios de la etapa 
reproductiva. 
El desarrollo de folículos jerárquicos de 5-16,12 mm de diámetro, 
dependiente de  acumulación de vitelogenina y VLDL en el vitelo ovocitario, 
fue considerado otro signo indirecto de la actividad estrogénica a través de 
la inducción de la síntesis hepática de estas lipoproteínas. 
La consideración conjunta de ambos resultados (crecimiento oviductal y 
acumulación de vitelo en los ovocitos), debidos al efecto del estradiol, 
permite concluir que la actividad esteroidogénica de la LH es fundamental 
para el completo desarrollo del ciclo reproductivo en aves. 
Desde el día 13º de tratamiento y hasta el día siguiente a la última dosis 
(día 16º, necropsia), se produjo la puesta de huevos en los dos grupos que 
recibieron ccrFSH/LH IEX. En el grupo tratado con ccrFSH/LH IEX (34 μg), 
cuatro de cinco individuos pusieron un total de cinco huevos y, además,  
durante la necropsia se encontró un huevo calcificado en el oviducto del 
individuo 14. En el grupo tratado con ccrFSH/LH IEX (17 μg), un individuo 
puso un huevo el día 16º. En otros dos individuos de este grupo se 
encontraron dos huevos intraoviductales (glándula cascarógena) durante la 
necropsia (Tabla 15). 
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Tabla 15. Tabla de oviposiciones en codornices tratadas con ccrFSH + LH IEX 
El símbolo ● representa huevo puesto o huevo en oviducto (necropsia). 
 
 
En este ensayo se produjo la maduración total de folículos ováricos en 
individuos de los grupos tratados con ccrFSH/LH IEX. Esta maduración fue 
valorada tanto por el diámetro folicular alcanzado (máximo = 16,12 mm) 
como por las ovulaciones y oviposiciones ocurridas a lo largo del 
tratamiento. 
 Las codornices ponedoras en ciclo de puesta espontáneo observadas a lo 
largo de estos trabajos presentaron jerarquía folicular ovárica de entre tres y 
cuatro (3,38 ± 0,5; n=23) folículos preovulatorios de diámetro superior a 5 
mm. El diámetro folicular máximo medido en estas condiciones fisiológicas 
fue de 16,34 mm. En el presente experimento, los individuos 14, 16, 17, 19, 21 
y 23 presentaron en la necropsia, respectivamente: 12, 19, 14, 11, 6 y 9 
folículos ≥ 5 mm (preovulatorios). Estos animales ovularon y formaron 
huevos pese al excesivo número de folículos jerárquicos. Esta  disregulación 
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de la jerarquía con respecto a la jerarquía folicular en condiciones 
fisiológicas también ha sido referida por otros autores.  Wakabayashi et al. 
(1992), administraron extracto glicoproteico de hipófisis de pollo a 
codornices en condiciones experimentales idénticas a las de los 
experimentos objeto de este trabajo. Tras dos semanas de tratamiento, el 
extracto glicoproteico indujo la maduración ovárica completa y la ovulación, 
aunque, como en nuestro ensayo, la mayoría de los individuos tratados 
presentaron disregulación de la jerarquía folicular por acúmulo excesivo de 
folículos preovulatorios. Además, el tratamiento indujo el desarrollo 
oviductal propio de la etapa de actividad reproductiva en esta especie. El 
extracto administrado contenía FSH (ensayo de radiorreceptor) y LH 
(radioinmunoensayo) (Wakabayashi et al., 1992). 
El excesivo número de folículos preovulatorios observado tanto en el 
ensayo referido como en el llevado a cabo por nuestro grupo podría tener 
diferentes explicaciones. Como se ha comentado previamente, la media del 
número de folículos de diámetro ≥ 1 mm fue igual en todos los grupos 
tratados con ccrFSH (independientemente de la administración de LH IEX). 
Sin embargo, los folículos ≥ 5 mm sólo se desarrollaron en los grupos 
tratados con ccrFSH/LH IEX. Por tanto, se puede deducir que, en los grupos 
tratados con ccrFSH/LH IEX, folículos prejerárquicos de la categoría 1-5 mm 
son seleccionados para formar parte de la categoría de folículos 
preovulatorios.  
La selección de un excesivo número de folículos preovulatorios 
observada podría ser debida a la presencia de un número suprafisiológico 
de folículos prejerárquicos sobre los que se ejerce el proceso de selección. Sin 
embargo, también fue evaluada la hipótesis de que fuera un exceso de 
actividad LH la responsable de una excesiva selección de folículos 
prejerárquicos y su posterior evolución a folículos jerárquicos. 
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Pese al incremento de la dosis de ccrFSH en este ensayo (1 μg/24 h) el 
resultado de su administración exclusiva fue semejante al del experimento 
anterior: inducción del desarrollo de folículos prejerárquicos sin desarrollo 
oviductal. 
 
En resumen, los resultados de este ensayo in vivo fueron los siguientes: 
 La administración de ccrFSH a dosis de 1μg/24h induce el 
desarrollo de folículos prejerárquicos de  1-5mm de diámetro 
pero no el de folículos preovulatorios en codorniz prepúber. Esta 
dosis tampoco induce desarrollo oviductal. 
 LH IEX (dosis de 17-34 μg/24h) induce el desarrollo oviductal 
pero no induce desarrollo folicular. 
 El tratamiento combinado ccrFSH/LH IEX induce desarrollo 
folicular hasta maduración completa, ovulación y oviposición. 
 ccrFSH y LH IEX actúan de modo sinérgico en la inducción del 
desarrollo oviductal. 
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 EFECTO BIOLÓGICO DE CCRFSH Y 4.4.
ESTRADIOL IN VIVO EN CODORNIZ 
En el anterior experimento, el efecto esteroidogénico de LH IEX 
(secreción de estradiol) fue deducido tanto a partir del crecimiento folicular 
mediante acumulación de vitelo (efecto de la combinación de ccrFSH/LH 
IEX) como del incremento del peso oviductal (en individuos tratados con LH 
IEX exclusivamente). El presente ensayo fue planteado con la finalidad de 
investigar si el desarrollo folicular inducido por el tratamiento combinado  
ccrFSH/LH IEX fue debido a la actividad esteroidogénica de LH IEX o si, 
además de este efecto, LH IEX ejerció una función diferente en el desarrollo 
folicular. Con este propósito, LH IEX se sustituyó por estradiol en el 
tratamiento combinado con ccrFSH.  
Además, la eficacia de la administración de ccrFSH en combinación con 
estradiol en la inducción del desarrollo folicular podría suponer una menor 
dependencia de preparados con actividad LH que disminuyera los costes 
económicos del tratamiento en futuros proyectos de inducción del ciclo 
reproductivo en aves. 
Los animales experimentales fueron hembras de codorniz común de 44 
días de edad, alimentadas ad libitum y mantenidas en fotoperiodo corto,         
8 L:16O. 
Se establecieron cuatro grupos experimentales que recibieron los 
siguientes tratamientos: 
 Grupo 1 (n=5): Control: Aceite de sésamo/etanol (10:1) 
 Grupo 2 (n=6): ccrFSH (1μg) 
 Grupo 3 (n=6): ccrFSH + Benzoato de estradiol (0,1 mg) 
 Grupo 4 (n=6): Benzoato de estradiol (0,1 mg) 
El benzoato de estradiol (BE2) (Sigma) se diluyó en etanol absoluto a 
concentración de 1 mg/0,2 ml. Esta disolución se rediluyó (1:10) en aceite de 
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sésamo (Sigma). 200 μl de esta solución (0,1 mg) se inyectaron por vía 
intramuscular (pectoral) cada 24 h. La dosis de BE2 utilizada fue comparable 
a la que tuvo efectos biológicos en experimentos realizados por otros grupos 
(Ciftci, 2012; Lien et al., 1985). Para su administración en el grupo control, se 
preparó una dilución 1:10 de etanol/aceite de sésamo. El volumen para cada 
dosis fue de 200 μl en todos los grupos. ccrFSH se administró cada 24h en 
volumen de 200μl como en los anteriores ensayos. 
La duración del tratamiento fue de 15 días. El 16º día se realizó la 
necropsia. 
La media de folículos por individuo de diámetro ≥ 1 mm fue superior en 
el grupo tratado con ccrFSH exclusivamente, con media y tamaños 
foliculares máximos semejantes a los obtenidos en los dos experimentos 
anteriores (Figura 12. Folículos ováricos de diámetro ≥ 1 mm tras 
tratamiento con ccrFSH y benzoato de estradiol. 
 
Figura 12. Folículos ováricos de diámetro ≥ 1 mm tras tratamiento con ccrFSH y 
benzoato de estradiol 
Administración de aceite de sésamo/etanol, ccrFSH (1 μg) sola, benzoato de 
estradiol (1mg) (BE2) o ambas hormonas simultáneamente cada 24 h durante 15 
días en codornices hembra. Edad: 44 días. Fotoperiodo: 8L:16O. Las columnas 
representan la media + DS del número de folículos por individuo para cada 
grupo de tratamiento. Diferentes letras indican diferencias estadísticamente 
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Sorprendentemente, en el grupo tratado con ccrFSH + BE2 el número 
medio de folículos de diámetro ≥ 1 mm fue igual al del grupo Control e 
inferior al grupo tratado exclusivamente con ccrFSH. Se deduce de ello que 
BE2 ejerció un efecto inhibitorio sobre la acción de ccrFSH en el desarrollo 
folicular en sus fases iniciales (1-5 mm). Dado que la administración de 
estradiol a dosis semejantes a las utilizadas en este experimento (durante 4-9 
días) inhibe la secreción de LH en gallina (El Halawani et al., 1983; S. C. 
Wilson y Sharp, 1976), se planteó la hipótesis de que este efecto inhibitorio 
pudiera ejercerse incluso sobre la secreción basal LH en los animales de 
nuestro experimento. Estos niveles basales podrían ser necesarios para el 
desarrollo inicial de los folículos bajo el estímulo de ccrFSH. Sin embargo, no 
pueden descartarse otras causas (efecto tóxico) como responsables de esta 
inhibición sobre la acción de ccrFSH. 
Durante el presente experimento no se produjo ninguna oviposición en 
ninguno de los individuos. 
 
Figura 13. Peso ovárico y oviductal tras tratamiento con ccrFSH y benzoato de 
estradiol. 
Administración de ccrFSH (1 μg) sola, benzoato de estradiol (BE2) o la 
combinación de ambas hormonas cada 24 h durante 15 días en codornices 
hembra. Edad: 44 días. Fotoperiodo: 8L:16O. Las columnas representan la media 
a 
b 
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+ DS del número de folículos por individuo para cada grupo de tratamiento. 
Diferentes letras o símbolos indican diferencias estadísticamente significativas 
entre grupos (ANOVA seguido de test de Tukey; p ≤ 0,001). 
La administración de BE2 indujo el desarrollo oviductal (Figura 13). Este 
incremento resultó comparable al obtenido en el pasado experimento 
mediante la administración de LH IEX, pero inferior al obtenido en los 
grupos tratados con ccrFSH + LH IEX. Sin embargo, el peso ovárico (en 
directa relación con el desarrollo folicular) en los grupos tratados con la 
combinación de ccrFSH /BE2 y BE2 exclusivamente, fue igual entre sí e igual 
al peso ovárico del grupo Control. Dado que el peso oviductal sí 
experimentó cambios significativos, se puede inferir que los niveles de 
estradiol plasmático fueron más elevados en los grupos que recibieron BE2 y 
suficientes para inducir el desarrollo de esta estructura. Esto lleva a suponer 
que los niveles circulantes de estradiol habrían sido suficientes para inducir 
a nivel hepático la síntesis de proteínas precursoras de las proteínas del 
vitelo (vitelogenina y VLDL). Sin embargo, dado el escaso desarrollo 
ovocitario y folicular, se dedujo que estas proteínas no fueron  incorporadas 
al vitelo pese a la acción de ccrFSH, y que, además, la actividad LH podría 
tener un papel decisivo e independiente de su capacidad esteroidogénica en 
este proceso. 
En resumen, los resultados de este ensayo in vivo fueron los siguientes: 
 La administración de 1 mg/24h de benzoato de estradiol induce 
el desarrollo del oviducto en codorniz prepúber 
 El benzoato de estradiol inhibe el efecto inductor del desarrollo 
folicular de ccrFSH cuando estas dos hormonas se administran de 
forma combinada 
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  EFECTO BIOLÓGICO DE LA ADMINISTRACIÓN 4.5.
DE CCRFSH Y ECG IN VIVO EN CODORNIZ  
Los resultados de los tres experimentos anteriores sugieren que el 
concurso de la actividad LH, independientemente de su capacidad 
esteroidogénica, es necesario para el desarrollo y maduración folicular en 
codorniz. 
La inexistencia de una LH recombinante específica, y el bajo rendimiento 
en la purificación de LH a partir de adenohipófisis aviar (65 mg a partir de 
6.000 adenohipófisis en nuestro caso) podrían constituir factores limitantes 
en la aplicación futura de protocolos de inducción del ciclo ovárico en aves. 
Por este motivo se decidió la utilización de un preparado hormonal 
comercial con actividad LH en aves, la gonadotropina coriónica equina 
(eCG), como sustituto de la LH aviar purificada. 
La eCG posee actividad FSH y LH en aves. Además, esta hormona ha 
sido utilizada en diferentes experimentos de inducción del ciclo 
reproductivo en gallina y codorniz. Sin embargo, la disregulación de la 
jerarquía folicular por excesivo número de folículos preovulatorios y el bajo 
porcentaje de animales que experimentan ovulación y puesta de huevos son 
una constante en estos experimentos (Bennett, 2002). 
En nuestros experimentos in vitro  se demostró la actividad FSH y LH de 
eCG en células de la granulosa de folículos preovulatorios. Por otro lado, se 
atribuye a eCG una mayor actividad FSH que LH. Sin embargo, esta 
actividad se describe  sólo en folículos preovulatorios de gallina en ciclo de 
puesta (A. L. Johnson y Leone, 1985; Wells et al., 1985) o en mamíferos 
(Stewart et al., 1976). La actividad predominante FSH podría ser la causa del 
exceso de folículos preovulatorios y, como consecuencia, del escaso éxito en 
la inducción del ciclo con esta hormona en aves (Bennett, 2002). 
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Teniendo en cuenta estas referencias, la administración conjunta de FSH 
y eCG tendría escaso sentido lógico, dado que, añadir efecto FSH a la acción 
FSH-predominante de eCG sólo podría, probablemente, empeorar los 
resultados. 
En estudios realizados por otros autores, la dosis eficaz mínima para 
inducir el desarrollo ovárico en codornices prepuberales se estableció en 20 
UI/24 h (Bennett, 2002). Sin embargo, en ensayos in vivo previos a esta tesis 
realizados  con bajas dosis de eCG (10 UI/24 h) se evidenció la inducción de 
desarrollo oviductal completo (efecto esteroidogénico LH) con escaso 
desarrollo folicular (efecto FSH). Estas pruebas sugirieron que la ratio de 
actividad FSH/LH de eCG en codornices prepúberes podría ser diferente a 
lo indicado en la bibliografía para gallina en ciclo de puesta. Por tanto, una 
baja dosis de eCG proporcionaría suficiente actividad LH e insuficiente 
actividad FSH para el desarrollo del ciclo ovárico. La adición de ccrFSH a 
estas bajas dosis de eCG podría inducir el ciclo ovárico hasta la maduración 
folicular completa. Por estas razones, se planteó un ensayo utilizando dosis  
de eCG insuficientes para el desarrollo folicular en combinación con ccrFSH. 
4.5.1. Administración de ccrFSH (1 μg) en combinación 
con 10 UI eCG  
Se establecieron cuatro grupos experimentales que recibieron los 
siguientes tratamientos: 
 Grupo 1 (n=5): Grupo Control: Suero fisiológico  
 Grupo 2 (n=7): ccrFSH (1 μg) 
 Grupo 3 (n=6): ccrFSH (1 μg) + 10 UI eCG 
 Grupo 4 (n=7): 10 UI eCG 
La duración del tratamiento fue de 18 días, en idénticas condiciones 
experimentales que en los ensayos descritos previamente. La eCG se diluyó 
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en suero fisiológico. Todos los grupos recibieron el tratamiento por vía 
intramuscular (200 μl) cada 24 horas. 
 
Figura 14. Folículos ováricos de diámetro ≥ 1 mm tras tratamiento con ccrFSH y 10 
UI eCG 
Administración de ccrFSH (1 μg), 10 UI de eCG, y la combinación de ambas 
hormonas cada 24 h durante 18 días en codornices hembra. Edad: 45 días. 
Fotoperiodo: 8L:16O. Las columnas representan la media + DS del número de 
folículos por individuo para cada grupo de tratamiento. Diferentes letras o 
símbolos indican diferencias estadísticamente significativas entre grupos 
(ANOVA seguido de test de Tukey; p ≤ 0,001). 
La media de folículos de diámetro ≥ 1 mm fue superior en el grupo que 
recibió tratamiento combinado con ccrFSH y eCG respecto a los demás 
grupos. La media de folículos ≥ 1 mm en el grupo tratado con ccrFSH 
exclusivamente fue semejante a la de los experimentos anteriores  (Figuras 7 
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Figura 15. Folículos ováricos agrupados por diámetro folicular (1-5 y 5-16,73 mm) 
tras tratamiento con ccrFSH y 10 UI eCG 
Administración de ccrFSH (1 μg), 10 UI de eCG y la combinación de ambas 
hormonas cada 24 h durante 18 días en codornices hembra. Edad: 45 días. 
Fotoperiodo: 8L:16O. Las columnas representan la media + DS del número de 
folículos por individuo para cada grupo de tratamiento. Diferentes letras o 
símbolos indican diferencias estadísticamente significativas entre grupos 
(ANOVA seguido de test de Tukey; p ≤ 0,001). 
Pese al incremento de tres días en la duración del tratamiento con 
respecto a los experimentos anteriores, la administración exclusiva de 
ccrFSH tampoco indujo en este ensayo el desarrollo de folículos de diámetro 
≥ 5 mm. En el grupo tratado con eCG, sólo un folículo  superó este diámetro. 
El número de folículos de diámetro 1-5 mm no fue significativamente 
diferente entre los grupos que recibieron ccrFSH o 10 UI eCG de forma 
aislada. En el experimento anterior, el grupo tratado únicamente con LH IEX 
no experimentó desarrollo significativo de folículos de diámetro ≥ 1 mm 
pese a su evidente actividad LH a las dosis utilizadas. Por tanto, el hecho de 
que en el presente experimento la media de folículos de diámetro 1-5 mm 
fuera igual en los grupos tratados exclusivamente con ccrFSH o eCG se 
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 En el grupo tratado con la combinación de ccrFSH y eCG, el número de 
folículos de diámetro 1-5 mm fue menor que en los grupos tratados con 
ccrFSH o eCG exclusivamente (Figura 15). 
 Sin embargo, la combinación ccrFSH/eCG indujo el desarrollo de un 
número de folículos preovulatorios (≥ 5 mm) superior incluso al número 
total de folículos de 1-5 mm (Figura 15).  
La acumulación de folículos de diámetro ≥ 5 mm en el grupo tratado con 
ccrFSH/eCG (23,33 ± 10,59) provocó la disregulación de la jerarquía en 
forma de estimulación suprafisiológica. 
 
Ilustración 35. Aspecto macroscópico de los ovarios y oviductos de codornices 
inmaduras tratadas durante dieciocho días con ccrFSH + 10 UI eCG 
En el experimento realizado con ccrFSH y LH IEX, los grupos tratados 
con ccrFSH exclusivamente y con  la combinación ccrFSH/LH IEX 
presentaron un mismo número de folículos de diámetro ≥ 1 mm (Figura 9). 
Este resultado sugirió que el número total de estos folículos es dependiente 
del efecto FSH, mientras que el crecimiento y maduración desde los 5 mm de 
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diámetro  hasta su maduración final requería la acción de la LH. El hecho de 
que en el presente experimento el número total de folículos con diámetro ≥ 1 
mm fuera superior en el grupo tratado con ccrFSH/eCG que en el grupo 
tratado con ccrFSH exclusivamente, sugirió la siguiente hipótesis: el efecto 
sumatorio de la actividad FSH de ccrFSH y eCG, per se, indujo el desarrollo 
de este tipo de folículos en número superior al observado en el grupo 
tratado sólo con ccrFSH. Sin embargo, no pudo descartarse el efecto 
sinérgico  de ccrFSH con la actividad LH de eCG como explicación de este 
fenómeno. 
A pesar de esta acumulación ovárica de folículos preovulatorios, tres de 
los seis animales tratados con ccrFSH/eCG pusieron huevos durante el 
tratamiento. 
 
Tabla 16. Tabla de oviposiciones en codornices tratadas con ccrFSH + 10 UI eCG. 
El símbolo ● representa huevo puesto. 
 
 
Diferentes autores han demostrado que la administración de eCG en 
gallina, en dosis suficientes para la inducción del desarrollo folicular, induce 
también el incremento de las concentraciones de estradiol y progesterona 
plasmáticos, disregulación de la jerarquía folicular preovulatoria, descenso 
de la concentración de LH plasmática y bloqueo de la ovulación con cese de 
EFECTO BIOLÓGICO DE LA FSH RECOMBINANTE DE CODORNIZ COMÚN EN LA INDUCCIÓN DEL CICLO OVÁRICO EN AVES 
192 
la puesta (Fraps y Riley, 1942; A. L. Johnson, 1986; A. L. Johnson y Leone, 
1985; Palmer y Bahr, 1992). El excesivo desarrollo de folículos preovulatorios 
y el incremento de peso oviductal observados en el presente experimento 
sugirieron una elevada concentración plasmática de estradiol. Sin embargo, 
el posible efecto de retroalimentación negativa del estradiol sobre la 
secreción de la oleada preovulatoria de LH no se dio presumiblemente en los 
tres individuos que ovularon y formaron huevos. En el caso de la 
administración conjunta de FSH/LH IEX, las ovulaciones podrían haber 
sido inducidas por los incrementos agudos de LH plasmática tras la 
administración intramuscular de las dosis. Sin embargo, la administración 
diaria de eCG, no sólo no induce la ovulación de folículos maduros sino que, 
además, la inhibe (Fraps y Riley, 1942), lo que sugiere que las ovulaciones en 
el presente ensayo ocurrieron tras descargas hipofisarias  espontáneas de 
LH. 
 
Figura 16. Peso oviductal tras tratamiento con ccrFSH (1 μg) y 10 UI eCG. 
Administración de ccrFSH (1 μg), 10 UI de eCG y la combinación de ambas 
hormonas cada 24 h durante 18 días en codornices hembra. Edad: 45 días. 
Fotoperiodo: 8L: 16O. Las columnas representan la media + DS del número de 
folículos por individuo para cada grupo de tratamiento. Diferentes letras  
indican diferencias estadísticamente significativas entre grupos (ANOVA 
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El peso oviductal fue superior en el grupo tratado con ccrFSH/eCG. El 
desarrollo oviductal en el grupo tratado solamente con eCG fue 
significativamente superior respecto al tratamiento con  ccrFSH y Control 
(Figura 16). Sin embargo, como ocurrió en la administración combinada de 
ccrFSH/LH IEX (Figura 11), el grupo tratado con ccrFSH y eCG presentó un 
desarrollo oviductal significativamente superior al observado en el resto de 
los grupos. Es probable que el efecto sinérgico de estas dos hormonas a nivel 
esteroidogénico sea el responsable, en gran medida, de este incremento. Pero 
también es posible (como se comentó en “Efecto biológico del tratamiento 
combinado con crFSH y LH IEX in vivo en codorniz”) que un mayor número 
de folículos esteroidogénicos (tanto prejerárquicos como preovulatorios) en 
el grupo tratado con ccrFSH/eCG  influyera decisivamente en la secreción 
de estradiol y, de modo secundario, en el desarrollo oviductal. 
En resumen, los resultados de este ensayo in vivo fueron los siguientes: 
 La administración de 10 UI eCG/24h induce desarrollo oviductal 
y desarrollo de folículos prejerárquicos en codorniz prepúber, 
pero no de folículos preovulatorios 
 La administración combinada de  1μg de ccrFSH y 10 UI eCG 
induce el desarrollo de un mayor número de folículos 
prejerárquicos respecto a la administración de estas hormonas 
por separado  
 La administración combinada de  1μg de ccrFSH y 10 UI eCG 
induce el desarrollo de un excesivo número de folículos 
preovulatorios y la puesta de huevos. Además, induce un 
incremento del peso oviductal superior al de ambas hormonas 
administradas por separado 
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4.5.2. Efecto de la reducción de dosis de ccrFSH y eCG 
El resultado de hiperestimulación ovárica obtenido en el experimento 
anterior sugirió un posible exceso de actividad FSH y que parte de esa 
actividad pudiera deberse a la actividad FSH de eCG. Sin embargo, no se 
pudo descartar que un excesivo efecto LH de eCG (administrada junto a 
ccrFSH), tuviera influencia decisiva en el exceso de folículos preovulatorios 
observados en la necropsia. 
Dado que estos experimentos estuvieron dirigidos a la obtención de un 
protocolo de inducción del ciclo reproductivo de características lo más 
próximas posible a las fisiológicas, a la inducción de la puesta del mayor 
número de huevos por individuo, y al mayor porcentaje posible de 
individuos con puesta, se planteó un nuevo ensayo para valorar el efecto de 
una reducción de la actividad FSH total administrada mediante la reducción 
a la mitad de las dosis de cccrFSH empleadas en los tres últimos 
experimentos. La nueva dosis (0,5 μg de ccrFSH) se administró en 
combinación tanto con la dosis de eCG utilizada en el experimento anterior 
(10 UI) como con una menor dosis de esta hormona (7,5 UI). 
La administración intramuscular de eCG cada 48 horas en codorniz 
japonesa resulta eficaz en la inducción de maduración folicular ovárica 
(Bennett, 2002). Además, el linker CTP (péptido c-terminal de la HCG) 
presente en ccrFSH incrementa la vida media plasmática de esta hormona 
(Klein et al., 2003). Por estos motivos se diseñó el ensayo de modo que dos 
grupos recibieran las dosis cada 48 h y otros dos grupos cada 24 h, siendo la 
dosis total a lo largo del experimento igual para cada par de grupos. Por 
tanto, en los grupos que recibieron el tratamiento cada 48 horas, las dosis 
fueron el doble que las administradas cada 24 horas a los otros dos grupos. 
Los individuos tratados cada 48 h recibieron inyecciones de suero fisiológico 
los días en que no fueron tratados con gonadotropinas.  
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En este experimento no se incluyó un grupo control negativo ni grupos 
tratados con ccrFSH o eCG aisladas. Los tratamientos con ccrFSH o eCG ya 
habían sido probados en los ensayos previos aportando resultados 
homogéneos y consistentes. De este modo, este ensayo se diseñó con la 
finalidad de valorar el resultado de la reducción de dosis de ccrFSH en 
combinación con las dos dosis de eCG mencionadas y, al mismo tiempo, con 
el objeto de comparar la eficacia de la administración de las dosis 
administradas cada 24 o 48 h. La eficacia del tratamiento cada 48 h sería 
conveniente para evitar al máximo el manejo de los animales (sobre todo 
salvajes) en los que aplicar un protocolo de inducción del ciclo reproductivo. 
Se establecieron cuatro grupos experimentales que recibieron los 
siguientes tratamientos: 
 Grupo 1 (n=7): ccrFSH (0,5 μg) + 10 UI eCG/24 h 
 Grupo 2 (n=7): ccrFSH   (1 μg)  + 20 UI eCG/48 h 
 Grupo 3 (n=7): ccrFSH (0,5 μg) + 7,5 UI eCG/24 h 
 Grupo 4 (n=7): ccrFSH   (1 μg)  + 15 UI eCG/48 h  
Las condiciones experimentales, vía de administración, volumen 
administrado y duración del tratamiento, fueron idénticas a las del 
experimento anterior. 
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Figura 17. Folículos ováricos de diámetro ≥ 1 mm tras tratamiento con ccrFSH y 
eCG 
Administración intramuscular de 0,5 μg de ccrFSH + 10UI de eCG cada 24 h 
(Grupo 1), ccrFSH   (1 μg)  + 20 UI eCG/48 h (Grupo 2), ccrFSH (0,5 μg) + 7,5 UI 
eCG/24 h (Grupo 3) y ccrFSH   (1 μg)  + 15 UI eCG/48 h (Grupo 4) durante 18 
días en codornices hembra. Edad: 43 días. Fotoperiodo: 8L:16O. Las columnas 
representan la media + DS del número de folículos por individuo para cada 
grupo de tratamiento. Diferentes letras o símbolos indican diferencias 
estadísticamente significativas entre grupos (ANOVA seguido de test de Tukey; 
p ≤ 0,001). 
Pese a la reducción de la dosis de ccrFSH en un 50%, la media de 
folículos de diámetro ≥ 1 mm en el grupo tratado con ccrFSH (0,5 μg) + 10 UI 
eCG cada 24h fue semejante (33 ± 13,73) a la del grupo que recibió ccrFSH (1 
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Figura 18. Folículos ováricos agrupados por diámetro folicular tras tratamiento 
con ccrFSH y eCG 
Administración intramuscular de 0,5 μg de ccrFSH + 10UI de eCG cada 24 h 
(Grupo 1), ccrFSH   (1 μg)  + 20 UI eCG/48 h (Grupo 2), ccrFSH (0,5 μg) + 7,5 UI 
eCG/24 h (Grupo 3) y ccrFSH   (1 μg)  + 15 UI eCG/48 h (Grupo 4) durante 18 
días en codornices hembra. Edad: 43 días. Fotoperiodo: 8L:16O. Las columnas 
representan la media + DS del número de folículos por individuo para cada 
grupo de tratamiento. Diferentes letras o símbolos indican diferencias 
estadísticamente significativas entre grupos (ANOVA seguido de test de Tukey; 
p ≤ 0,001; n = 7). 
No hubo diferencias significativas en la media de folículos ≥ 1 mm entre 
los grupos de este ensayo (Figura 17). Sin embargo, sí las hubo al analizar el 
número de folículos agrupados según categorías de diámetros: 1-5 mm y 5-
17,3mm (Figura 18). En los grupos tratados con menor dosis de  eCG (7,5 
UI/24h y 15 UI/48 h) se observó un número menor de folículos 
preovulatorios de 5-17,3mm. El número medio de estos folículos por 
individuo fue inferior a la mitad que en los grupos tratados con mayor dosis 
de eCG (10 UI/24 h y 20 UI/48 h) (Figura 18). Dado que el número medio de 
folículos ≥ 1 mm fue igual en todos los grupos, la diferencia en el número de 
folículos de 5-17,3 mm entre grupos se puede atribuir a las diferentes dosis 
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eCG fue suficiente para inducir el desarrollo de un menor número de 
folículos preovulatorios, con una maduración ovárica más semejante a la 
fisiológica que la obtenida en los grupos tratados con una dosis mayor.  
A pesar de la reducción de las dosis de ambas hormonas, la media de 
folículos de diámetro ≥ 5 mm fue superior en todos los grupos respecto a la 
observada en  codorniz en ciclo de puesta espontáneo (3,38 ± 0,5). 
Tabla 17. Tabla de oviposiciones en codornices tratadas con ccrFSH + eCG 
El símbolo ● representa huevo puesto o huevo en oviducto (necropsia). 
 
 
Las puestas de huevos comenzaron el día once de tratamiento y 
continuaron hasta el día de la necropsia. En los grupos tratados con dosis de 
0,5 μg de ccrFSH + 10 UI eCG/24 h y 1 μg de ccrFSH + 20 UI/48 h, tres y 
cuatro de siete animales, respectivamente, pusieron huevos. En los grupos 
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tratados con 0,5 μg de ccrFSH + 7,5 UI/24 h y 1 μg de ccrFSH +15 UI/48 h, 
todos los animales pusieron huevos. 
 
Figura 19. Oviposiciones y huevos intraoviductales tras tratamiento con ccrFSH y 
eCG 
Administración intramuscular de 0,5 μg de ccrFSH + 10UI de eCG cada 24 h 
(Grupo 1), ccrFSH   (1 μg)  + 20 UI eCG/48 h (Grupo 2), ccrFSH (0,5 μg) + 7,5 UI 
eCG/24 h (Grupo 3) y ccrFSH   (1 μg)  + 15 UI eCG/48 h (Grupo 4) durante 18 
días en codornices hembra. Edad: 43 días. Fotoperiodo: 8h L: 16h O. Las 
columnas representan la media + DS del número de huevos puestos (o 
intraoviductales) por individuo para cada grupo de tratamiento. Diferentes 
letras o símbolos indican diferencias estadísticamente significativas entre grupos 
(ANOVA seguido de test de Tukey; p ≤ 0,05). 
La media del número de huevos puestos y huevos intraoviductales en la 
necropsia fue significativamente superior en los dos grupos que recibieron 
menor dosis de eCG y estuvo asociada en relación inversa a la media de 
folículos preovulatorios. El menor número de folículos preovulatorios en los 
animales tratados con las dosis inferiores de eCG podría ser atribuido a una 
menor actividad LH derivada de la reducción de estas dosis. Sin embargo, 
dado que esta reducción de dosis también implicó un descenso de la 
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folículos preovulatorios en los grupos tratados con menor dosis de eCG 
fuera debido a una menor actividad actividad LH o FSH. 
Tanto en el experimento anterior como en el presente, las ovulaciones se 
dieron de forma espontánea, sin la administración específica de un 
preparado hormonal inductor de la ovulación. La superior media de 
oviposiciones en los grupos tratados con las dosis inferiores de eCG y 
asociadas a un menor número de folículos preovulatorios podría deberse a 
una mayor incidencia de descargas preovulatorias hipofisarias de LH 
debidas a menores concentraciones de estradiol plasmático, mientras que en 
los grupos con mayor número de folículos preovulatorios, el exceso de la 
secreción de estradiol podría haber inhibido en parte, mediante 
retroalimentación negativa, la liberación episódica de LH. 
La administración de la dosis ccrFSH/eCG cada 48h fue tan eficaz como 
esta misma dosis repartida de forma diaria en la inducción del desarrollo 
folicular y en el número de oviposiciones por individuo. 
Uno de los objetivos iniciales del trabajo con codornices fue la obtención 
de crías viables de la especie. Para ello, resultó necesaria la fecundación de 
las hembras tratadas mediante dos posibles procedimientos: cópula e 
inseminación artificial. En experimentos previos a los trabajos de esta tesis 
en los que se realizó la inducción del ciclo con extractos glicoproteicos de 
adenohipófisis de pollo y eCG, se introdujo repetidamente a las hembras 
prepúberes tratadas en jaulas con machos reproductivamente activos. Sin 
embargo, los machos no copularon en ninguna ocasión con estas hembras.  
Por otro lado, la inseminación artificial en aves ha sido utilizada para la 
obtención de progenie en gallina (Burrows y Quinn, 1938) y en codorniz        
(Lukaszewicz et al., 2008; Chelmonska, 2008; Marks y Lepore, 1965; 
Wentworth y Mellen, 1963). Los trabajos en codorniz fueron realizados con 
la variedad japonesa, de tamaño muy superior a la codorniz común europea 
con la que se realizaron nuestros trabajos. Quizá por este motivo, en nuestro 
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caso, los intentos de obtener cantidades suficientes de esperma siguiendo los 
protocolos descritos en la literatura específica, fracasaron. Esporádicamente, 
se consiguieron escasas cantidades de fluido aparente espermático en el que 
se pudieron observar ocasionales espermatozoides móviles (consideradas 
insuficientes para la inseminación artificial). 
Con esta perspectiva, los trabajos en codornices estuvieron encaminados 
únicamente al estudio del efecto biológico in vivo de ccrFSH, a su utilización 
en combinación con preparados con actividad LH para la inducción del 
ciclo, y a la aproximación a un protocolo de estimulación ovárica aplicable a 
otras especies. 
En resumen, los resultados de este ensayo in vivo fueron los siguientes: 
 La administración combinada  0,5 μg de ccrFSH + 7,5 UI eCG 
cada 24h o de 1 μg de ccrFSH + 15 UI eCG cada 48h indujo la 
puesta de huevos en el 100% de los individuos tratados en 
codorniz prepúber. 
 Estas dosis indujeron un número suprafisiológico de folículos 
preovulatorios. 
 En el tratamiento combinado con ccrFSH y eCG, el incremento de 
la dosis de eCG en 2,5 UI/24 o 5 UI/48h induce un aumento del 
número de folículos preovulatorios y una disminución tanto del 
número de individuos en puesta como en la media de 
oviposiciones por individuo respecto a los individuos tratados 
con menores dosis de eCG. 
EFECTO BIOLÓGICO DE LA FSH RECOMBINANTE DE CODORNIZ COMÚN EN LA INDUCCIÓN DEL CICLO OVÁRICO EN AVES 
202 
 INDUCCIÓN DEL CICLO REPRODUCTIVO EN 4.6.
PALOMA BRAVÍA MEDIANTE CCRFSH Y ECG 
Los experimentos realizados en codorniz común demostraron la 
actividad biológica in vivo de ccrFSH y la posibilidad de inducir el desarrollo 
folicular completo y la ovulación en esta especie. 
Sin embargo, y dado que uno de los motivos de los trabajos 
desarrollados en esta tesis es la aplicación futura de esta investigación en la 
inducción de ciclos reproductivos en  aves amenazadas, se consideró 
necesario el ensayo de los protocolos de inducción del ciclo reproductivo en 
hembras de otra especie con diferentes características en la fisiología de su 
dinámica folicular ovárica. 
Las aves columbiformes (palomas y tórtolas), son aves de puesta 
determinada de dos huevos. Como consecuencia de esta característica 
biológica, la dinámica folicular en paloma difiere de la observada en aves de 
puesta indeterminada (codorniz). En palomas, sólo se produce el desarrollo 
de dos folículos preovulatorios por ciclo (Goerlich et al., 2010; Matthews, 
1939), mientras que en las aves de puesta variable e indeterminada, el 
número de folículos preovulatorios es también variable (Haywood, 1993; 
Kennedy, 1991). Este tipo de dinámica folicular proporciona un modelo 
experimental diferente que permitiría incrementar el conocimiento en la 
inducción del ciclo ovárico en especies aviares. 
Además de las características biológicas expuestas, la facilidad para la 
obtención de los individuos y el hecho de que existan protocolos de 
inseminación artificial definidos para esta especie, condujeron a su 
utilización como especie experimental en la que poder ensayar el proceso 
completo de inducción artificial del ciclo reproductivo en hembras y la 
obtención de progenie. 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
203 
Por otro lado, también se consideró necesario un método para el 
seguimiento del desarrollo folicular en los ciclos inducidos en aves. Este 
método debería permitir la valoración de la respuesta al tratamiento 
gonadotropo de la forma más inmediata posible.  
La ecografía es un método de diagnóstico por imagen ampliamente 
implantado en medicina y veterinaria. En diferentes ocasiones, este método 
ha sido utilizado para la caracterización del estado reproductivo en gallina, 
codorniz y avestruz (Bronneberg y Taverne, 2003; Melnychuk et al.,2002; 
Sreesujatha et al., 2016). Se trata de un método no invasivo de visualización 
indirecta e inmediata de la estructura explorada, con precisión de hasta 0,1 
mm en la medición de estas estructuras y con capacidad para el 
almacenamiento de imagen en la mayoría de los equipos. Por estos motivos, 
en este experimento se procedió al ensayo de su utilización como posible 
método para el control de la evolución de los folículos ováricos en los ciclos 
inducidos en aves. 
En ecografía, los folículos preovulatorios aviares se identifican con 
estructuras hipoecogénicas de aspecto redondeado en cuyo interior pueden 
apreciarse diferentes capas concéntricas hiper e hipoecogénicas, aunque esta 
última característica es difícilmente apreciable al congelar la imagen. Este 
tipo de estructura en anillos concéntricos también se puede observar en la 
yema del huevo (Cartee et al., 1992). 
4.6.1. Evaluación de la actividad biológica de eCG y EGP 
en paloma 
Como se comentó previavente, la administración de extractos de 
adenohipófisis de pollo induce el desarrollo folicular ovárico en gallina y 
codorniz (Taber et al., 1958; Wakabayashi et al., 1992).  
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La secuencia aminoacídica (proteína madura) de la  subunidad α común 
a las gonadotropinas hipofisarias es idéntica en codorniz, pavo y paloma, 
mientras las subunidades β-FSH y β-LH de codorniz y pavo tienen un alto 
grado de homología entre sí. Si la administración de extracto glicoproteico 
de adenohipófisis de pavo indujera el desarrollo folicular en paloma, se 
podría deducir de ello que tanto la FSH como la LH presentes en el extracto 
activan sus respectivos receptores en esta especie. Como consecuencia, sería 
probable que ccrFSH (secuencia aminoacídica de codorniz) activara también 
el receptor FSHR en paloma. 
No se encontraron referencias respecto a la administración de eCG en 
columbiformes. Sin embargo, el hecho de que esta hormona posea actividad 
biológica FSH y LH en codorniz y gallina (Girling et al., 2002) pese a la 
distancia filogenética entre estas especies y la equina, hace suponer como 
probable esta doble actividad también en paloma.  
De este modo, se decidió realizar el presente ensayo mediante la 
administración de extracto glicoproteico de pavo (EGP) obtenido  en 
“Purificación de hormonas hipofisarias” y eCG en palomas hembra para 
determinar en esta especie la actividad biológica de FSH y LH de pavo y la 
actividad FSH/LH de eCG. La actividad  LH de eCG y EGP permitiría su 
utilización, en combinación con ccrFSH, en la inducción del desarrollo 
folicular y la ovulación. 
En aves columbiformes (palomas y tórtolas), el ciclo ovárico sólo se 
desarrolla si la hembra tiene contacto auditivo y visual con el macho, 
aunque, ocasionalmente, el contacto visual con otras hembras puede 
desencadenar el crecimiento folicular e incluso la puesta (Barfield, 1971; 
Matthews, 1939). Por este motivo, en el presente ensayo se mantuvo a los 
ejemplares hembra de paloma en jaulas individuales y en condiciones de 
aislamiento visual con respecto al resto de individuos.  
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El sexo de las palomas utilizadas en este experimento se identificó 
mediante técnicas de sexado molecular a partir de pluma. El peso medio de 
los animales fue 261,3 ± 12,5 g, y su edad desconocida. El ensayo se 
desarrolló en condiciones de temperatura y fotoperiodo natural, con 
suministro de alimento y agua ad libitum. 
Se establecieron tres grupos experimentales en función del tratamiento: 
 Grupo A (n= 6): Control. Suero fisiológico  
 Grupo B (n= 7): Extracto glicoproteico de adenohipófisis de 
pavo (EGP), 144 μg/24 h  
 Grupo C (n= 7): 30 UI eCG/24 h  
La duración del tratamiento fue de 14 días en el Grupo B, y de 18 días en 
los grupos A y C. EGP y eCG se diluyeron en suero fisiológico. Todos los 
grupos recibieron el tratamiento por vía intramuscular (200 μl) cada 24 
horas. La administración cada 24 h en vez de cada 48 h (como la llevada a 
cabo en el último experimento en codorniz), se decidió en función de los 
datos publicados con respecto a la vida media de FSH (9 h) y LH (8 h) en 
codorniz tras la inyección de extracto glicoproteico de adenohipófisis de 
pollo. Veinticuatro horas tras la administración intramuscular de este 
preparado, las concentraciones plasmáticas de FSH y LH se hallaron en 
niveles basales (Wakabayashi et al., 1992). 
La dosis de EGP en el Grupo B (144 μg/24h) fue inferior (≈50%) a la dosis 
de extracto glicoproteico de hipófisis de pollo que indujo desarrollo folicular 
completo en codorniz japonesa (Wakabayashi et al., 1992). Las codornices 
tratadas por estos autores presentaron hiperestimulación ovárica en el grupo 
tratado con dosis alta de extracto (300μg/24 h), mientras que la dosis de 60 
μg/24 h no indujo desarrollo folicular completo. 
La dosis de eCG (30 UI/ 24 h) fue semejante (adaptada al peso) a las 10 
UI que resultaron efectivas en la inducción de desarrollo oviductal en 
codorniz. 
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Se realizaron exploraciones ecográficas los días 1º y 14º del experimento 
en los tres grupos, y el día 18º en los grupos C (eCG) y Control. La necropsia 
se realizó el día 14º en el Grupo B (EGP) y el 18º en los grupos C y Control. 
En la exploración ecográfica del día 1º no se observaron estructuras 
compatibles con folículos ováricos en ninguno de los individuos 
experimentales. En el día 14º de tratamiento, se observaron por ecografía 
estructuras compatibles con folículos ováricos en todos los individuos 
tratados con EGP. Sin embargo, en los grupos C y Control, no fue posible 
encontrar ninguna de estas estructuras. En todos los individuos del Grupo B 
se encontró disregulación de la jerarquía folicular con excesivo número de 
folículos preovulatorios de diámetro ≥ 10 mm medidos por ecografía. Los 
diámetros foliculares mínimo y máximo medidos por ecografía fueron  5,2 y 
17,1 mm respectivamente. No se encontraron huevos intraoviductales. 
A partir del resultado de la exploración ecográfica se decidió finalizar el 
experimento en el Grupo B y proceder a la necropsia, en la que se practicó el 
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Figura 20. Media de folículos ováricos por individuo medidos mediante ecografía 
y necropsia en Grupo B. 
Recuento folicular mediante ecografía y tras necropsia para cada individuo en 
Grupo B, tratado con  extracto glicoproteico de adenohipófisis de pavo (EGP), 
144 μg/24 h (n= 7) durante 18 días en palomas hembra en condiciones de 
aislamiento visual respecto a otros individuos de la especie. Edad: Desconocida. 
Las columnas representan la media + DS del número de folículos ováricos por 
individuo. ANOVA. 
El recuento y medición folicular tras la necropsia, confirmó la 
hiperestimulación ovárica observada por ecografía. No se encontraron 
diferencias estadísticamente significativas entre el número medio de 
folículos ováricos contados mediante ecografía contados mediante  en el 
recuento en necropsia (Figura 20). En dos de los individuos, los casos con 
menor recuento folicular (9 y 7 folículos respectivamente), este recuento fue 
idéntico para ambos métodos. En los demás casos, la presencia de 
abundantes folículos de tamaño semejante dificultó la identificación de cada 
uno de ellos e impidió un recuento ecográfico exacto. De estos resultados se 
predijo que, en circunstancias próximas a las fisiológicas, o incluso en el caso 
de un número de folículos preovulatorios comprendido entre 7 y 9, el 
recuento ecográfico permitiría una aproximación fiable del número de 































Figura 21. Media del diámetro folicular máximo medido en cada individuo 
mediante ecografía y tras necropsia en Grupo B. 
Medición del folículo diámetro máximo mediante ecografía y tras necropsia en 
cada individuo del Grupo B, tratado con  extracto glicoproteico de 
adenohipófisis de pavo (EGP), 144 μg/24 h (n= 7) durante 18 días en palomas 
hembra en condiciones de aislamiento visual respecto a otros individuos de la 
especie. Edad: Desconocida. Las columnas representan la media + DS del 
diámetro folicular. ANOVA. 
La medición fiable del diámetro folicular máximo en cada individuo 
mediante ecografía, permitiría la  identificación de folículos F1 maduros y la 
inducción de su ovulación mediante administración de LH. Por este motivo, 
se comparó la medición del F1 mediante ecografía y durante la necropsia. La 
diferencia máxima entre los dos métodos de medición fue de 0,6 mm. El 
análisis estadístico no reveló diferencias significativas entre ambos métodos 
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Ilustración 36. Aspecto ecográfico de folículos ováricos en paloma tras 
administración de EGP 
Imagen 1: Pueden apreciarse las capas concéntricas hiper e hipoecogénicas 
(“disk-like”). Distancia A = 13,6 mm. Dist B = 14,1 mm. Imagen 2: Folículo 
ovárico de 6,5 mm de diámetro. 
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Durante el experimento no tuvieron lugar oviposiciones. Sin embargo, en 
el momento de la necropsia se observó fluido denso compatible con vitelo en 
la cavidad celómica en los siete individuos del Grupo B. Al mismo tiempo, 
se observaron estructuras ováricas compatibles con folículos 
postovulatorios. El origen de este líquido de aspecto vitelino se atribuyó a 
ovulaciones internas sin captación oviductal del óvulo, con rotura del mismo 
y dispersión intraperitoneal del vitelo (Navara et al., 2015). En ocasiones, se 
observó coagulación y organización del vitelo entre las vísceras y 
recubriendo la superficie hepática y peritoneal. 
Al mismo tiempo, en todos los animales se observó un oviducto 
desarrollado y comprimido por la excesiva masa folicular. Los oviductos 
presentaban, además, improntas circulares coincidentes espacialmente con 
folículos ováricos, por lo que estas improntas se atribuyeron a la presión de 
los folículos sobre el oviducto. Estas alteraciones anatómicas por compresión 
pudieron ser la causa de la ausencia de captación de óvulos por parte del 
oviducto y su posterior desarrollo como huevos. 
El día 18º del experimento se llevó a cabo la tercera exploración 
ecográfica en los Grupos C y Control. En ninguno de los individuos de estos 
grupos se observaron estructuras compatibles con folículos ováricos. En la 
necropsia, el diámetro folicular máximo en el Grupo control fue de 2,3mm, y 
de 4,6mm en el grupo tratado con eCG, con apariencia de mayor tamaño 
ovárico en este último grupo. Además, se apreciaron diferencias 
macroscópicas en el desarrollo oviductal entre el Grupo C y Control. Por 
este motivo, los ovarios y oviductos de estos dos grupos fueron disecados y 
pesados. 
Tanto el peso medio ovárico como el oviductal fueron significativamente 
superiores en el grupo tratado con eCG que en el grupo Control. 
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Figura 22. Peso ovárico y oviductal tras tratamiento con eCG en paloma 
Administración de 30UI de eCG (Grupo C)  o suero fisiológico (Grupo A) cada 
24 h durante 18 días en palomas hembra en condiciones de aislamiento visual 
respecto a otros individuos de la especie. Edad: Desconocida. Las columnas 
representan la media + DS del peso ovárico y oviductal para cada grupo de 
tratamiento. Diferentes letras o símbolos indican diferencias estadísticamente 
significativas entre grupos (ANOVA, p ≤ 0,001). 
El incremento del peso oviductal con escaso desarrollo folicular en el 
Grupo C  (Figura 22) se atribuyó al efecto esteroidogénico de eCG y, 
fundamentalmente, a la secreción de estradiol por el efecto LH de eCG. Estos 
resultados fueron similares a los obtenidos en los ensayos previos en 
codornices tratadas con LH IEX y eCG.  
Los resultados de este ensayo demostraron la actividad gonadotropa de 
FSH y LH de pavo en paloma y la actividad esteroidogénica de eCG en esta 
especie. 
En resumen, los resultados de este ensayo in vivo fueron los siguientes: 
 La administración de 30UI de eCG/24h durante dieciocho días 
induce el desarrollo oviductal sin inducir desarrollo de folículos 
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 La administración de 144μg de EGP/24h induce el desarrollo de 
folículos preovulatorios. De ello se deduce que la FSH y LH de 
pavo activan sus receptores específicos en paloma 
4.6.2. Inducción del ciclo ovárico en paloma bravía 
mediante ccrFSH y eCG.  
El presente ensayo se planteó con la finalidad de valorar la actividad 
biológica de ccrFSH en combinación con eCG en hembras de paloma. Dado 
que en codorniz se demostró la necesidad de actividad FSH y LH para la 
inducción del desarrollo de folículos preovulatorios, en el presente ensayo 
no se estableció  grupo de tratamiento con ccrFSH en exclusiva. Las dosis se 
administraron  cada 48 h tras la evidencia de la eficacia de este protocolo en 
codorniz. 
Se establecieron tres grupos experimentales: 
 Grupo A (n=6): Control (Suero fisiológico)  
 Grupo B (n=11):  ccrFSH (0,7 μg) + 15 UI eCG/48 h  
 Grupo C (n=7):  ccrFSH (0,35 μg) + 15 UI eCG/48 h  
 
La dosis de eCG se mantuvo fija en los dos grupos que recibieron 
tratamiento gonadotropo, y fue la misma que la utilizada en codorniz en el 
último experimento descrito para esta especie, aunque en paloma, por su 
mayor masa corporal, la dosis en función del peso fue menor. Se eligió 
también esta dosis por ser inferior a la dosis utilizada en el experimento 
anterior y que no resultó eficaz en la inducción del desarrollo de folículos 
preovulatorios en paloma. Esta reducción en la dosis se decidió teniendo en 
cuenta el efecto sinérgico de eCG y ccrFSH observado en codorniz. 
Se utilizaron dos dosis de ccrFSH (0,7 y 0,35 μg) cada 48 h. Estas dosis, 
también fueron inferiores a las utilizadas en el último experimento en 
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codorniz (en función del peso). Esta dosificación se eligió con la doble 
finalidad de intentar una aproximación al conocimiento de las dosis 
mínimas efectivas de estímulo gonadotropo y evitar el fenómeno de 
hiperestimulación ovárica en esta especie ya experimentado con la 
administración de EGP. 
Se realizaron controles ecográficos el día del inicio del ensayo, así como 
los días 6º, 13º y 15º. En el Grupo Control, se realizó exploración ecográfica 
al inicio y al final del experimento. 
En paloma mensajera, los folículos ováricos de diámetro superior a 6 mm 
son considerados como folículos jerárquicos (preovulatorios), mientras los 
folículos de diámetro superior a 15 mm son considerados folículos 
jerárquicos maduros (Goerlich et al., 2010). Sin embargo, en la bibliografía 
consultada no se encontró una descripción de la evolución de folículos de 
tamaño intermedio (6-15 mm). Por tanto, durante los controles ecográficos se 
registró únicamente el diámetro de folículos ≥ 10 mm por ser considerados 
folículos preovulatorios y por la dificultad técnica en la visualización de 
folículos de diámetro inferior en presencia de abundantes folículos de gran 
tamaño. Además, las referencias citadas están basadas en palomas 
mensajeras con un peso medio de 460 ± 38 g, mientras en nuestro caso, el 
peso medio de los ejemplares fue de 250,3 ± 20,5 g. Esta diferencia de peso 
podría estar relacionada con el diámetro folicular. 
En la exploración ecográfica realizada los días 1º y 6º de tratamiento no 
se identificaron folículos ováricos en ninguno de los individuos. El día 13º, 
en todos los individuos del Grupo B se encontraron folículos de diámetro ≥ 
10 mm, y sólo en dos individuos del Grupo C no se evidenciaron folículos de 
este tamaño. El día 15º, se identificaron folículos de diámetro ≥ 10 mm en 
todos los individuos de ambos grupos. 
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Ilustración 37. Imagen ecográfica de folículo ovárico en paloma tras 
administración de ccrFSH + eCG (Grupo B). Día 13º de 
tratamiento. Diámetro folicular = 14,5 mm 
 
 
Figura 23. Folículos ováricos de diámetro ≥ 10 mm en palomas tras tratamiento 
combinado con ccrFSH (0,7 ó 0,35 μg) y 15 UI eCG/48 h 
Administración de 0,7 μg de ccrFSH + 15 UI de eCG (Grupo B) y 0,35 μg de 
ccrFSH + 15 UI eCG (Grupo C) cada 48 h durante 15 días en palomas hembra. 
Individuos aislados visualmente de congéneres. Edad: desconocida. Peso: 250,3 
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individuo para cada grupo de tratamiento. Diferentes letras o símbolos indican 
diferencias estadísticamente significativas entre grupos (ANOVA; p ≤ 0,005; n 
=11 en Grupo B, día 13º; n=7 en Grupo C, día 13º; n=10 en Grupo B, día 15º; n=5 
en Grupo C, día 15º). 
El número de folículos de diámetro ≥ 10 mm fue superior en el Grupo B 
con respecto al Grupo C tanto los días 13º como 15º de tratamiento (Figura 
23). De este modo, se dedujo la relación directa entre la dosis de ccrFSH y el 
número de folículos preovulatorios. 
 
 
Figura 24. Media del diámetro folicular máximo en palomas tras tratamiento 
combinado con ccrFSH (0,7 ó 0,35 μg) y 15 UI eCG/48 h 
Administración de 0,7 μg de ccrFSH + 15 UI de eCG (Grupo B) y 0,35 μg de 
ccrFSH + 15 UI eCG (Grupo C) cada 48 h durante 15 días en palomas hembra. 
Individuos aislados visualmente de congéneres. Edad: desconocida. Peso: 250,3 
± 20,5 g. Las columnas representan la media + DS del número de folículos por 
individuo para cada grupo de tratamiento. (ANOVA; p ≤ 0,005; n =11 en Grupo 
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La media del diámetro de los folículos de tamaño máximo (F1) no fue 
diferente entre los grupos B y C (Figura 24). 
En la exploración ecográfica del día 13º, se descubrió un huevo 
intraoviductal en uno de los individuos (P19) del Grupo B (en proceso inicial 
de calcificación)  en cuyo interior se observaron dos yemas de 15,7 y 15,3 
mm de diámetro, producto de una ovulación doble (Christmas y Harms, 
1982) y espontánea (Ilustración 38). 
Observaciones anteriores realizadas por nuestro grupo permitieron 
comprobar que el diámetro del folículo F1 en las seis horas previas a la 
ovulación coincide con el tamaño de la yema in ovo tanto en gallina como en 
codorniz en ciclo de puesta natural. Las diferencias entre los diámetros de 
los folículos y las yemas de huevos intraoviductales medidos por ecografía 
fueron inferiores a 2 mm en el caso de gallinas y de 0,5 mm en codornices. 
Por lo tanto, se estimó que el diámetro de los folículos  preovulatorios 
(inmediatamente antes de la ovulación) en la paloma P19 sería similar al de 
las yemas observadas en el huevo. 
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Ilustración 38. Imagen ecográfica del huevo intraoviductal (dos yemas) en el 
individuo P19 durante la exploración del día 13º de tratamiento 
 
El día 13º de tratamiento se observaron folículos de diámetro superior a 
los de las yemas del individuo P19 en cinco palomas del Grupo B y cinco 
más en el Grupo C. Sin embargo, estos individuos no ovularon 
espontáneamente a juzgar por el único criterio aplicable en este 
experimento: la presencia de huevo intraoviductal. El número total de estos 
folículos fue de 14 en el Grupo B y 9 en el Grupo C. 
Dado que la ovulación en aves es inducida por LH, y ante el número  de 
folículos de diámetro ≥ 15,3 mm observados por ecografía y que no habían 
ovulado de forma espontánea, se decidió administrar una dosis de LH IEX 
(65 μg), junto al tratamiento habitual, a los cuatro individuos del Grupo B 
con los folículos de mayor diámetro (18,1; 17,1; 16,9 y 16,5 mm) en la 
exploración ecográfica del día 13º con el objeto de inducir la ovulación. Esta 
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dosis se administró, aproximadamente, una hora tras la exploración 
ecográfica. 
El día 15º, se comprobó que tres de las cuatro palomas tratadas con LH 
IEX habían ovulado. Se encontró un huevo intraoviductal en avanzado 
estado de calcificación en la paloma con folículo de 18,1 mm y dos huevos 
puestos por las palomas con folículos de 16,5 y 17,1 mm. En ninguno de los 
demás animales de ambos grupos se encontró imagen ecográfica compatible 
con ovulación (huevos en formación en cualquier tramo del oviducto). Este 
resultado sugirió la conveniencia y eficacia de la administración de LH como 
agente inductor de la ovulación en palomas en ciclo inducido. 
La administración de LH IEX a estos cuatro animales alteró las 
condiciones generales del experimento. Por tanto, estos cuatro individuos no 
figuraron en el análisis del número de folículos preovulatorios del día 15º. 
Por este motivo, el número de individuos analizados este día fue de 5 en el 
Grupo B. 
En todos los individuos tratados en los grupos B y C, el número de 
folículos de diámetro ≥ 10 mm excedió el número habitual de folículos 
preovulatorios (dos) en esta especie (Goerlich et al., 2010) durante las 
exploraciones ecográficas del día 15º. Como ya se ha comentado, en el grupo 
tratado con menor dosis de ccrFSH (Grupo C), el número medio de folículos 
preovulatorios fue significativamente menor. Dado que en este experimento 
la dosis de eCG fue constante en ambos grupos, se puede concluir que la 
dosis de ccrFSH y, por tanto, la actividad FSH, está en directa relación con el 
número de folículos preovulatorios desarrollados durante el tratamiento de 
inducción del ciclo en paloma.  
En el grupo Control no se encontraron folículos ováricos en ninguna de 
las exploraciones. Tampoco se produjeron oviposiciones. 
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Ilustración 39. Imagen ecográfica de folículos ováricos tras tratamiento 
combinado con ccrFSH y eCG. 
Flechas blancas señalan folículos ováricos. En este individuo se identificaron 6 
folículos preovulatorios de diámetro ≥ 10 mm en la exploración ecográfica del 
día 15º del ensayo (Grupo B). 
En resumen, los resultados de este ensayo in vivo fueron los siguientes: 
 La administración combinada de ccrFSH (0,7/0,35μg) y 15 UI 
eCG cada 48h induce el desarrollo folicular completo en paloma 
con excesivo número de folículos preovulatorios 
 Para una misma dosis de eCG, la variación en el número de 
folículos preovulatorios depende de la dosis de ccrFSH 
administrada 
 La ovulación espontánea se produce de forma esporádica (un 
caso) al administrar este protocolo de inducción en paloma. La 
administración de LH IEX en individuos con folículos de 
diámetro ≥16,5mm se asoció a ovulación en tres de cuatro casos. 
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4.6.3. Inducción del ciclo ovárico en paloma mediante  
tratamiento individualizado con ccrFSH y eCG 
En el anterior ensayo, la tendencia a la hiperestimulación ovárica y la 
variabilidad individual en la respuesta a las dosis utilizadas indicaron la 
necesidad de modificar el protocolo de inducción con el fin de obtener un 
desarrollo folicular lo más semejante posible al de esta especie en 
condiciones fisiológicas. Por otro lado, la administración de LH IEX se asoció 
a ovulación en folículos de diámetro ≥ 16,5 mm, mientras la ovulación 
espontánea sólo se observó solamente en un caso, a diferencia de lo ocurrido 
en los ensayos en codorniz. 
Teniendo en cuenta estos resultados, y dado que uno de los objetivos de 
esta tesis fue la obtención de progenie viable en aves mediante la inducción 
del ciclo ovárico con gonadotropinas, el presente ensayo incluyó los 
siguientes objetivos y procedimientos: 
 Inducción de desarrollo folicular lo más semejante posible al 
fisiológico en la especie 
 Inducción de la ovulación 
 Inseminación artificial 
 Incubación de los huevos obtenidos mediante este protocolo 
En el experimento anterior, la variación en el número de folículos 
preovulatorios dependió de la dosis de ccrFSH administrada. Sin embargo, 
no pudo descartarse un exceso de actividad LH (eCG) como causa de la 
tendencia a la hiperestimulación. Por este motivo, en el presente ensayo se 
redujo la dosis de eCG de 15 a 10 UI/48h y se mantuvo la menor dosis de 
ccrFSH (0,35 μg/48h) que indujo desarrollo folicular con el menor grado de 
hiperestimulación ovárica. Además, se decidió reducir a la mitad la dosis de 
ccrFSH durante los seis primeros días de tratamiento (tres primeras dosis). 
La justificación de esta reducción inicial estuvo basada en los siguientes 
argumentos: 
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 Una disminución de la dosis de ccrFSH en las primeras fases 
del tratamiento podría inducir un menor reclutamiento inicial 
de folículos LWF y SYF, lo que podría resultar en un menor 
número de folículos seleccionados (a partir de SYF) en la fase 
de rápido crecimiento (jerárquicos/preovulatorios). 
 Posteriormente, la administración de la dosis de ccrFSH 
aplicada en el Grupo C del anterior ensayo (0,35 μg/48h) 
induciría el reclutamiento de mayor número de folículos 
LWF/SYF, cuya actividad esteroidogénica es necesaria para la 
fase de rápido crecimiento folicular (SYF → Preovulatorio). 
 En aves de reproducción estacional, los niveles circulantes de 
FSH previos a la puesta sufren un incremento gradual 
(Lincoln, 1980; Sakai e Ishii, 1986; Silverin et al., 1997). Este 
incremento fisiológico podría promover la correcta estructura 
de la jerarquía folicular. 
Además, en el anterior ensayo se evidenció variabilidad individual en la 
respuesta al tratamiento. El número de folículos de diámetro ≥ 10 mm varió 
entre 9 y 3 en el día 15º de tratamiento en el Grupo C (Figura 21), de modo 
que algunos individuos experimentaron un desarrollo folicular semejante al 
fisiológico mientras otros, tratados con la misma dosis, sufrieron un claro 
proceso de hiperestimulación. 
Por los motivos expuestos, se decidió aplicar el siguiente protocolo de 
inducción: 
 ccrFSH (0,17 μg) + 10 UI eCG/48 h durante los seis primeros 
días de tratamiento (tres dosis). 
 ccrFSH (0,35 μg) + 10 UI eCG/48 h durante los ocho días 
siguientes (cuatro dosis). 
 Individualización de la dosis de ccrFSH en función del 
número y tamaño de folículos observados en cada paloma 
desde el día 15º al 29º de tratamiento. 
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Los controles ecográficos se realizaron los días 1º, 5º, 11º y cada 48 h 
durante el resto del ensayo. Se estableció un grupo control (n= 9) tratado con 
200 μl de suero cada 24 h en el que se realizaron exploraciones ecográficas 
los días 1º, 11º, 15º, 21º y 29º. 
Dado que el extracto glicoproteico hipofisario posee actividad LH de 
modo previo a su purificación e induce eficazmente la ovulación en gallina 
(Imai, 1973) y codorniz (Wakabayashi et al., 1992), la inducción hormonal de 
la ovulación se llevó a cabo mediante la administración intramuscular de 80 
μg de extracto glicoproteico adenohipofisario de pavo (EGP). La utilización 
de EGP frente a LH IEX fue debida a la escasa disponibilidad de este último 
preparado.  
La administración de EGP se llevó a cabo en los individuos que 
presentaron folículos ováricos de diámetro ≥ 15,5 mm en la exploración 
ecográfica. En 2010, Goerlich et al. describieron  como folículos maduros en 
paloma aquellos con un diámetro superior a 15 mm. En su trabajo, en el que 
uno de los parámetros analizados fue el diámetro del folículo restante (F1) 
tras la puesta del primer huevo,  la mayoría de estos folículos presentaron 
un diámetro comprendido entre 18 y 22 mm (Goerlich et al., 2010). Sin 
embargo, en las palomas objeto de inducción en nuestro anterior ensayo se 
observaron sólo dos folículos con diámetro ≥ 18 mm. Por otra parte, el 
individuo P19 del Grupo B, sufrió la ovulación espontánea de dos folículos 
de aproximadamente 15,7 y 15,3 mm.  
En palomas, se desconoce el intervalo de tiempo en que un folículo F1 
maduro es sensible al efecto ovulatorio de la LH antes de entrar en atresia. 
Sin embargo, trabajos experimentales en gallina indican que los folículos 
preovulatorios F1, en ausencia del estímulo ovulatorio de la LH, sufren 
atresia en un periodo de tiempo comprendido entre 15 y 48 horas (P. A. 
Johnson et al., 1985; Opel y Nalbandov, 1961b; Sharp et al., 1978). 
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Por estos motivos, se decidió inyectar EGP a cada individuo que 
presentara al menos un folículo de diámetro superior a 15,5 mm en la 
exploración ecográfica. De este modo, y ante la diversidad de folículos con 
diámetros superiores a esta medida encontrados en cada exploración y 
sometidos al estímulo LH del EGP, se podría realizar de modo empírico una 
aproximación al tamaño folicular mínimo y óptimo para inducir la ovulación 
en esta especie. La dosis de TPE se administró en un intervalo de entre 
media y una hora tras la ecografía e inmediatamente después de la 
inseminación artificial. 
La inseminación artificial se llevó a cabo según lo descrito en el apartado 
correspondiente de “Material y Métodos”. Siete machos se mantuvieron en 
jaulas contiguas a las de hembras (no tratadas), con contacto visual y 
auditivo entre los individuos, pero separados físicamente con la finalidad de 
impedir la cópula y la consiguiente pérdida del esperma (Cheng et al., 2002; 
Sontakke et al., 2004). 
 Cada hembra fue inseminada con el esperma obtenido de un sólo 
macho. Los siete machos disponibles se utilizaron aleatoriamente para las 
inseminaciones de las diferentes hembras. No se realizó un recuento 
espermático en ninguna de las muestras inseminadas dado el escaso 
volumen de las mismas y la inmediatez de la inseminación tras su recogida. 
Sin embargo, el esperma de estos machos fue valorado regularmente 
durante el experimento. En este periodo, los siete animales mostraron 
parámetros espermáticos dentro de los límites habituales en la especie 
mediante análisis de la concentración espermática en cámara de Neubauer y 
estimación subjetiva de motilidad (Cheng et al., 2002). 
Se intentó en todos los casos la inseminación intraoviductal (IO). Sin 
embargo, sobre todo en las primeras inseminaciones, no siempre fue posible 
la protrusión y observación del oviducto. En estos casos, se realizó 
inseminación intracloacal (IC). 
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La incubación se llevó a cabo a 37,5ºC (Vatnik I., 1998) con humedad 
relativa del 55% los primeros 14 días y 70% en el resto, y con volteo 
automático cada 4 horas durante los primeros once días de incubación. A 
partir del sexto día de incubación, se practicaron ovoscopias seriadas para 
comprobar la existencia de embriones in ovo. 
En las exploraciones ecográficas de los días 1º y 5º no se identificaron 
folículos ováricos en ninguno de los individuos. Sin embargo, durante la 
exploración del día 11º, se observaron de dos a cuatro folículos en doce de 
los catorce individuos tratados. El diámetro máximo de los mismos en cada 
individuo varió entre 7,3 y 18,6 mm,  
La tabla expuesta a continuación (Tabla 18) recoge la siguiente 
información: 
 Dosis de ccrFSH administradas a cada individuo a lo largo del 
ensayo. 
 Folículos ováricos visibles por ecografía en cada individuo 
durante los muestreos realizados cada 48 h. 
 Administraciones de extracto glicoproteico hipofisario de 
pavo (EGP) como agente inductor de la ovulación. 
 Inseminaciones intracloacales e intraoviductales. 
 Puestas de huevos y presencia de embriones in ovo. 
 
Tabla 18. Tabla descriptiva de muestreos durante tratamiento con ccrFSH y eCG 
en paloma 
Palomas hembra de edad desconocida mantenidas en condiciones de 
aislamiento visual respecto a individuos de su misma especie (n = 14). Peso: 
257,7 ± 26,4 Tratamiento: 
 10 UI eCG + ccrFSH (0,17 μg) /48 h durante los días 1º-5º 
 10 UI eCG + ccrFSH (0,35 μg) /48 h los días 7º-13º 
 10 UI eCG + ccrFSH (0,35 o 0,7 μg) /48 h los días 15º-29º. 
EGP = Administración intramuscular de 80 μg de extracto glicoproteico 
hipofisario de pavo. 
X = Ausencia de folículos visibles en la exploración ecográfica 
MFA = Masa folicular atrésica 
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IC = Inseminación intracloacal 
IO = Inseminación intraoviductal 
  
** = Huevo con dos yemas  
 
Individuo P34
Día de tratamiento 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31
Dosis ccrFSH 0,35μg 0,35μg 0,35μg 0,35μg 0,35μg 0,35μg 0,35μg 0,35μg 0,35μg 0,35μg
Inducción ovulación EGP EGP EGP EGP EGP
Inseminación IC IC IC IC IC
Puesta
Diámetro folicular 8,9 13,6 17 14,8 17,1 14,7 16,8 15 17 16,5
6,1 12,1 15,6 13,8 13,6 12,3 14,5 13,5 15,1 14,1
9 11,4 7 10,9 7,8 10,3 10,6
7,2
Individuo P35
Día de tratamiento 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31
Dosis ccrFSH 0,35μg 0,35μg 0,35μg 0,35μg 0,35μg 0,7μg 0,7μg 0,7μg 0,7μg 0,7μg
Inducción ovulación EGP EGP
Inseminación IO IO
Puesta
Diámetro folicular 13,5 17,4 15,4 18,9 7,5 9 10,1 8,7 X X
9,2 12,8 14,4 13,3 8,6 9,2
5,7 9,7 11,9 7,1 5,1
Individuo P36
Día de tratamiento 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31




Diámetro folicular 8,7 12,1 9 9,6 14,2 16,4 12,3 15,4 14,6 14,1




Día de tratamiento 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31
Dosis ccrFSH 0,35μg 0,35μg 0,35μg 0,35μg 0,35μg 0,35μg 0,35μg 0,7μg 0,7μg 0,7μg
Inducción ovulación EGP EGP EGP
Inseminación IC IC IO
Puesta
Diámetro folicular 9,1 12,2 14,3 16,2 17,9 14,9 10,7 9,9 13,8 16,3
7,7 9,4 11,6 14,9 13,8 10,8 8,3 10,5 13
10,5 12,1 9,7 11,4




Día de tratamiento 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31
Dosis ccrFSH 0,35μg 0,35μg 0,35μg 0,35μg 0,35μg 0,35μg 0,35μg 0,35μg 0,35μg 0,35μg
Inducción ovulación EGP EGP
Inseminación IC IC
Puesta
Diámetro folicular X 8,9 11,4 15,6 17,2 18,1 13,5 13,1 14,1 14
7,1 10,3 13,7 15,7 15,8 11,3 10,9 13,8 10,6
10,2 13,9 10,1 9 9,7 11,1 9,2
9,1
Individuo P39
Día de tratamiento 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31
Dosis ccrFSH 0,35μg 0,35μg 0,35μg 0,35μg 0,35μg 0,35μg 0,35μg 0,35μg 0,35μg 0,35μg
Inducción ovulación EGP EGP EGP EGP EGP EGP EGP
Inseminación IC IC IO
Puesta
Diámetro folicular 13,7 16,3 16,1 16,5 15,1 16,8 15,7 15,5 16,5 15,1
12,5 14,9 15,1 14,8 15 16,6 13,2 15,4 14,7 13,7
13,3 13,2 12,9 14,4 13,1 15,4 10,2
11 11,3
Individuo P40
Día de tratamiento 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31
Dosis ccrFSH 0,35μg 0,35μg 0,35μg 0,7μg 0,7μg 0,7μg 0,7μg 0,7μg 0,7μg 0,7μg
Inducción ovulación EGP EGP EGP
Inseminación IO IO IO
Puesta
Diámetro folicular 10,1 13,7 12,2 13,9 13,1 15,4 17,6 16,3 17,5 14,8
9,6 10,8 8,8 12,5 9,7 12,4 13,8 14,9 15,3 11,6
8,2 8,1 10,6 12,9 12,3 12,9 11,2
7,2 9,9
Individuo P41
Día de tratamiento 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31




Diámetro folicular X X X X X X 9,7 13,8 16,6 11,2
6,1 13,1 16 9,6
9,4 13,8 7,1
8




Día de tratamiento 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31
Dosis ccrFSH 0,35μg 0,35μg 0,35μg 0,35μg 0,35μg 0,35μg 0,35μg 0,35μg 0,35μg 0,35μg
Inducción ovulación EGP EGP
Inseminación IC IO
Puesta
Diámetro folicular 7,5 9,3 9,5 13,7 16 14,4 14,9 17,5 13,1 14,1
6,5 8,9 7,4 11,3 15,1 12,5 11 14,8 11,5 12,8
5,9 9,2 12,7 9,7 12,8 9,4 10
10,5
Individuo P43
Día de tratamiento 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31
Dosis ccrFSH 0,35μg 0,35μg 0,7μg 0,7μg 0,7μg 0,7μg 0,7μg 0,7μg 0,7μg 0,7μg
Inducción ovulación EGP EGP EGP EGP
Inseminación IO IO IO IO
Puesta
Diámetro folicular 7,3 9,9 11,9 14,4 16,9 13,2 15,3 17,5 15,9 16,7
5,6 6,8 7,3 10,9 12,1 14,1 15,1 14,9 15,3
6,3 9,5 9,6 12,7 12,8 13,4 13,6
6,1 9,9 7,2 10,4
Individuo P44
Día de tratamiento 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31
Dosis ccrFSH 0,35μg 0,35μg 0,35μg 0,35μg 0,35μg 0,35μg 0,35μg 0,35μg 0,35μg 0,35μg
Inducción ovulación EGP EGP
Inseminación IC IO
Puesta
Diámetro folicular 8,1 13,7 17,1 15,3 14,7 13,5 16,8 12,6 14,3 13,1
7,2 11,8 15,3 12,1 13,8 13,2 15,7 10,5 13,9 9,3
9,3 12,9 11,3 13,1 12,4 14,2 9,4 10,5
10,7 11,2 11 10,9 8,2 9,3
9,4 10,2 10,6
Individuo P45
Día de tratamiento 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31




Diámetro folicular 12,9 14,9 18,5 14,5 9,6 12,1 8 MFA X X
7,3 10,2 12,8 13,9 7,4 9,2
9,9 12,3 6 7,7
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En la exploración ecográfica del día 13º se observaron folículos de 
diámetro ≥ 10 mm en diez de las catorce palomas tratadas y en número de 1-
4 por individuo. El número medio de estos folículos en el grupo tratado fue 
inferior (1,57 ± 1,22) al observado el correspondiente día de tratamiento en el 
Grupo C del anterior ensayo (4,11 ± 2,57; Figura 21). 
En el muestreo del día 15º se encontraron folículos de diámetro ≥  10 mm 
en nueve individuos. La media por individuo (1,5 ± 1,34) también fue 
inferior a la observada en el Grupo C (5 ± 2,34; Figura 21) del experimento 
anterior  y correspondiente al mismo día de tratamiento. 
Salvo  en el individuo P44 (días 19º y 21º) no se observaron más de cuatro 
folículos ≥ 10 mm en la exploración de ningún idividuo a lo largo del 
ensayo.  
En nueve de los 14 animales tratados se incrementó a 0,7 μg/48 h la dosis 
de ccrFSH en algún momento del experimento. Este incremento se realizó el 
día 15º en P41 por no apreciarse folículos en la ecografía, y en P43 por 
presentar escaso desarrollo folicular. También se aplicó esta dosis el día 17º a 
Individuo P46
Día de tratamiento 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31
Dosis ccrFSH 0,35μg 0,35μg 0,35μg 0,35μg 0,7μg 0,7μg 0,7μg 0,7μg 0,7μg 0,7μg
Inducción ovulación EGP EGP EGP EGP EGP
Inseminación IO IO
Puesta **
Diámetro folicular 18,6 15,1 17,2 7,4 8,6 14,7 17 16,8 14,3 17,6
18,3 13,2 14,7 6,2 12,4 14,6 13,3 10,9 14,1




Día de tratamiento 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31
Dosis ccrFSH 0,35μg 0,35μg 0,35μg 0,35μg 0,35μg 0,35μg 0,35μg 0,35μg 0,7μg 0,7μg
Inducción ovulación EGP EGP EGP
Inseminación IC IO IO
Puesta
Diámetro folicular 14,3 16,9 11,6 14,1 16,8 11,6 14,5 17,4 X 10,7
11,6 14,5 6,2 9,3 13,1 9,1 11,3 14,6 9,9
8,7 12,9 8,1 12 10,3 12,1 7,3
8,3
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P40 y P36 por el escaso desarrollo folicular observado. En el resto de los 
casos se aplicó en diferentes días por la ausencia de folículos preovulatorios 
tras un desarrollo folicular completo con ovulación y puesta de huevos. 
Durante la exploración ecográfica del día 11º, se encontraron dos 
folículos de 18,6 y 18,3 mm en el individuo P46. Tras la exploración, se 
practicó inseminación intraoviductal y se administró la correspondiente 
dosis de EGP. Cuarenta y cuatro horas después, se encontró un huevo con 
dos yemas puesto por esta paloma. Tras seis días de incubación, se 
comprobó mediante ovoscopia la presencia de dos embriones in ovo. Ambos 
embriones manifestaron signos vitales (latido cardíaco y movimiento) hasta 
el día 12º de incubación. 
 
Ilustración 40. Ovoscopia durante el 6º día de incubación del huevo con dos 
yemas puesto por el individuo P46 el día 13º de tratamiento  
Se pueden apreciar las dos estructuras embrionarias. 
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Durante el experimento, se administró un total de 41 dosis de EPG. En 32 
casos (78%), la oviposición tuvo lugar en el plazo de 44 horas, y en dos 
ocasiones se evidenciaron dos yemas en el interior del huevo. De este modo, 
un mínimo de 34 folículos ovularon tras administración de EGP, aunque no 
pueden descartarse más ovulaciones intraabdominales sin formación de 
huevo. 
El diámetro folicular mínimo en el que se observó oviposición tras 
administración de EGP fue de 16 mm. El úmero de oviposiciones tras 
administración de EGP fue independiente del diámetro folicular cuando este 
fue ≥16 mm. 
No se observó ninguna puesta de huevos ni se encontraron huevos 
intraoviductales en palomas que no hubieran recibido la dosis de EGP. Sin 
embargo, la ausencia de un grupo experimental con el mismo tratamiento  
en el que no se administrara EGP como agente inductor de la ovulación, 
impide demostrar que las ovulaciones observadas fueran inducidas por 
EGP. 
El incremento del diámetro del folículo de mayor tamaño con respecto al 
folículo de mayor tamaño observado 48 horas antes para cada paloma varió 
entre 1,6 y 3,5 mm en folículos ≥ 15 mm. Aunque el folículo de diámetro 
máximo medido en una exploración determinada no pueda identificarse con 
seguridad con el observado en la exploración previa, resulta verosímil que, 
en la mayoría de los casos, se trataría del mismo folículo. De este modo, en 
folículos en los que cabría esperar un crecimiento hasta tamaño ovulatorio y 
ovulación  en el curso de las 24-48 h tras la ecografía, no se dio el proceso de 
ovulación espontánea. Son ejemplos de esta circunstancia el folículo de 
15,4mm en P36 el día 25º, y el de 15,3mm en P44 el día 17º. Cuarenta y ocho 
horas después, los folículos de diámetro máximo hallados en la ecografía en 
estos individuos fue menor al medido previamente y no se encontraron 
huevos intraoviductales u oviposiciones en estos animales. El destino de 
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estos folículos aparentemente destinados a ovulación no pudo determinarse. 
Existe la posibilidad de que sufrieran un proceso de atresia ante la falta de 
estímulo LH que indujera su ovulación (P. A. Johnson et al., 1985), aunque 
tampoco puede descartarse la ovulación interna sin captación del óvulo por 
el oviducto (Navara et al., 2015). 
Este fenómeno que denominamos “folículo perdido”, se dio también tras 
la administración de EGP en varios casos en folículos considerados F2 por su 
tamaño. Como ejemplos, en la Tabla 19 se muestran los casos de las palomas 
P40 y P42 en fragmentos seleccionados a partir de laTabla 21. Se superponen 
flechas de trazo discontinuo que indican la supuesta evolución de algunos 
folículos. 
Tabla 19. Evolución ecográfica de folículos no ovulados 
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En el caso de P40, el folículo de 15,3 mm del día 27º, que en la ecografía 
del día 29º debiera aparecer conun diámetro superior, no es detectado. En el 
caso de P42, sucedió lo mismo con el folículo de 15,1 mm del día 19º. Sin 
embargo, en estos dos casos, se añade una tercera hipótesis para explicar su 
ausencia en la exploración 48 horas tras la administración de EGP: la 
posibilidad de atresia inducida por exceso de estímulo LH tanto en folículos 
F1 inmaduros como en folículos F2 (Gilbert et al., 1981). 
Los días 16º y 22º se realizaron exploraciones ecográficas veinticuatro 
horas tras la administración de EGP en las palomas P34, P39, P44, P45 y P46 
(día 16º) y en P36, P38 y P39 (día 22º) con la intención de obtener imágenes 
ecográficas de huevos intraoviductales en estadios precoces de calcificación, 
ya que en estado de calcificación avanzada (a partir de 40 h tras 
administración de EPG), las estructuras del interior del huevo no son 
visibles por ecografía. En los ocho casos (100% ovulación tras EGP), la 
diferencia entre el diámetro máximo del folículo observado el día anterior y 
el diámetro de la yema fue siempre inferior a 0,8 mm. 
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Ilustración 41. Imagen ecográfica de huevos intraoviductales 
Imagen 1: Huevo intraoviductal 24 h tras la administración de EGP en individuo 
P38 el día 21 de tratamiento al observarse folículo de diámetro máximo de 18,1 
mm. Se aprecia la yema (flecha blanca) rodeada por albumen (flecha verde). 
Distancia A = 17,4; B = 17,9 mm. Imagen 2: Huevo intraoviductal en avanzado 
estado de calcificación 42 h tras administración de EGP. Distancia A = 27,2 mm; 
B = 34,7 mm. No es posible diferenciar estructuras definidas dentro del huevo. 
Durante el experimento, todas las palomas tratadas con gonadotropinas 
pusieron huevos. El número medio de huevos puestos por paloma fue de 
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2,28 ± 1,05, con un máximo de 5 en P34 y un solo huevo en tres individuos 
(P36, P41 y P35). 
Se obtuvo un total de 32 huevos a lo largo del experimento. En once de 
ellos (34,3%) se evidenció presencia de embrión mediante ovoscopia 
realizada en el día sexto de incubación. 
Diez de los quince huevos (66,6%) en los que se había practicado 
inseminación intraoviductal (IO), resultaron embrionados. En cambio, en 
sólo uno de los dieciséis huevos (6,25%) puestos tras inseminación 
intracloacal (IC) se diagnosticó presencia embrionaria. Estos datos indican 
una superior eficacia de la inseminación intraoviductal con respecto a la 
intracloacal y contrastan con los resultados obtenidos por Sontakke et al. 
(2004): 45% de huevos fecundados tras ineminación intracloacal. La causa de 
esta diferencia podría estar basada en la técnica de la inseminación. Sin 
embargo, otros autores, describen mayores tasas de fertilización mediante 
inseminación intraoviductal en diferentes especies de aves (Blanco et al., 
2002; Lierz et al., 2013; Sontakke et al., 2004). 
La incubación de los huevos se llevó a cabo en dos incubadoras idénticas 
(incubadoras A y B) en las que se repartieron los huevos aleatoriamente 
desde el comienzo de la incubación. La temperatura de incubación 
programada en ambas fue de 37,5ºC (Vatnik I., 1998). Posteriormente a la 
realización del presente ensayo, aparecieron en la bibliografía nuevos datos 
y parámetros de incubación en huevos de paloma con temperaturas más 
elevadas, de 38,2ºC (Zhao et al., 2017), 38,1ºC ( Dong, X.I. et al., 2013) y 37,8ºC 
(Lukasiewicz M., 2014). 
En la incubadora A, dos de los embriones desarrollados llegaron al día 
20º de incubación manifestando signos vitales (movimiento detectado por 
ovoscopia), sin embargo, el día 21º cesaron dichos signos. Tras la apertura 
del huevo, se encontraron ambos embriones muertos y con abundante saco 
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vitelino sin reabsorber. Estos embriones correspondieron a los huevos 
puestos por las palomas P37 (día 19º) y P40 (día 25º). 
En la incubación natural, los huevos de paloma eclosionan entre el día 
18º y 19º (Vatnik I., 1998). Tanto el retardo en la eclosión como la persistencia 
de saco vitelino sin reabsorber están relacionados con temperaturas de 
incubación inferiores a las adecuadas para la especie (Ipek et al.,2014; Olson 
et al.,2006). 
 
Ilustración 42. Aspecto macroscópico de embriones muertos in ovo tras 21 días de 
incubación 
Imagen de los embriones P37 y P40 muertos tras 21 días de incubación con 
temperatura de 36,9º. Las flechas indican saco vitelino no reabsorbido, fenómeno 
atribuido a temperatura de incubación insuficiente.  
Por estos motivos, se comprobó la temperatura en el interior de la 
incubadora A mediante la colocación de tres termómetros (clínicos) en 
diferentes puntos de la misma. Esto permitió observar durante dos días que 
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la temperatura máxima alcanzada fue de 36,9 grados, a causa, 
probablemente, de un fallo en el termostato. 
La comprobación en la incubadora B mostró una temperatura  de 37,5ºC, 
según estaba programada. El día 19º de incubación, eclosionaron en esta 
incubadora  dos huevos correspondientes a las palomas P43 (día 27º) y P47 
(día 27º). Fueron los dos pichones de esta especie nacidos en este ensayo. 
 
Ilustración 43. Imagen ovoscópica y fotografía de los pichones nacidos durante  
este ensayo 
Las ovoscopias fueron realizadas el día 6º de incubación. Las fotografías de los 
embriones fueron tomadas el 5º día tras la eclosión. Los embriones y pichones 
corresponden a los huevos puestos por P43 y P47 el día 27º del experimento. 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
237 
El peso al nacimiento de los pichones fue de 12,4 g (P43) y 10,9 g (P47). El 
pichón obtenido de P47 murió súbitamente a los 24 días de edad tras una 
ingesta copiosa. El día previo a su muerte su peso era de 152 g. 
El pichón obtenido de P43 permanece vivo y en aparente estado de salud 
en el momento redactar esta tesis. Su edad es de cinco años y nueve meses. 
Se realizó el sexado tanto de los pichones nacidos como de los dos 
embriones muertos in ovo tras 21 días de incubación. El proceso se realizó 
según la metodología descrita en Material y Métodos (Sexado molecular en 
aves). La separación por electroforesis de los productos de PCR amplificados 
con los cebadores 2550F y 2718R, reveló bandas de 650 y 450 pares de bases 
para los dos pichones eclosionados y para el embrión del huevo puesto por 
P37 (día19º), y una sola banda de 650 pares de bases para el huevo puesto 
por P40, coincidiendo con lo descrito en la literatura (Vucicevic et al., 2012) 
Por tanto, los pichones nacidos de P43 y P47 y el embrión de P37 fueron 
identificados como hembras, mientras que el embrión de P40 fue 
identificado como macho. 
 
Ilustración 44. Sexado molecular de pichones. Electroforesis en gel de agarosa 
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Bandas electroforéticas de 650 y 450 pares de bases obtenidas tras amplificación 
por PCR con los oligonucleótidos 2550F y 2718R. P43 y P47= Hembras. P40= 
Macho. 
La evidencia de la existencia individuos con diferente sexo nacidos tras 
inducción con ccrFSH/eCG se consideró relevante para la aplicación de los 
procedimientos de estimulación ovárica en otras especies, dado que las 
condiciones hormonales pueden alterar la relación entre el número de 
machos y hembras de las crías nacidas en una puesta. Este fenómeno está 
vinculado a la heterocigosis en las hembras en aves (cromosomas Z y W) 
(Alonso-Alvarez, 2006; Goerlich-Jansson et al., 2013). 
La obtención de progenie tras la aplicación del presente protocolo 
demuestra que la aplicación directa de gonadotropinas puede sustituir la 
secuencia de eventos ambientales (y los fisiológicos subsiguientes) que 
determinan los ciclos reproductivos de aves en su ambiente natural y que, 
con elevada frecuencia, no se dan en condiciones de cautiverio.   
De este modo, esta tecnología, tras diversos desarrollos experimentales 
para su perfeccionamiento, podría resultar en una herramienta valiosa para 
su aplicación en aves en peligro de extinción que no desarrollan ciclos 
reproductivos espontáneos en cautividad.  
 
En resumen, los resultados de este ensayo in vivo fueron las siguientes: 
 La administración de tratamiento combinado de ccrFSH y eCG 
según el protocolo descrito en el presente ensayo, junto a la 
inducción de la ovulación mediante EGP, indujo la puesta de 
huevos en el 100% de las palomas tratadas 
 La inseminación artificial tras este tratamiento y la incubación de 







1. ccrFSH, una proteína monomérica compuesta por la unión 
covalente de las subunidades β y α de la FSH de codorniz 
mediante un péptido de unión formado por los 28 aminoácidos 
C-terminales de la HCG y 6 residuos histidina, se expresa y  
secreta eficazmente en células de ovario de hámster chino (CHO). 
 
2. ccrFSH induce la secreción de progesterona en las células de la 
granulosa de folículos jerárquicos inmaduros (F5) de gallina en 
ensayo in vitro. 
 
3. ccrFSH induce el desarrollo de folículos ováricos de diámetro 
comprendido entre 1 y 5 mm en codornices reproductivamente 
inmaduras. 
 
4. La administración conjunta de ccrFSH y LH de pavo o de ccrFSH 
y eCG, induce desarrollo folicular ovárico completo y la puesta 
de huevos en codornices reproductivamente inmaduras. 
 
5. La administración conjunta de ccrFSH y eCG induce el desarrollo 
folicular completo en palomas.  
 
6. La inducción de la maduración folicular con ccrFSH y eCG y las  
subsiguientes  ovulaciones tras administración de extracto 
glicoproteico de adenohipófisis de pavo (EGP) resultan en óvulos 
fertilizables y puesta de huevos de calidad suficiente para el 
desarrollo embrionario completo y el nacimiento de progenie 
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